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cDNA complementary DNA komplementäre DNA 
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1. Einleitung  
1.1 Die Geschichte des Glaukoms und der Glaukomforschung 
Seit dem Altertum wird der Begriff Glaukom für eine heterogene Gruppe an 
Augenerkrankungen verwendet [1]. In den Aphorismen des Hippokrates 
bezeichnet das Wort „Glaykoseis“ eine Erblindungsursache des Alters: „Wenn 
die Pupille wie die Farbe des Meeres wird, ist das Augenlicht zerstört und häufig 
trifft Erblindung auch das andere Auge“ [2].  
Im Jahr 1622 brachte der englische Augenarzt R. Banister den grünen Star 
erstmals in Zusammenhang mit einem zu hohen Augeninnendruck [2]. Da man 
sich aber lange nicht über die Pathophysiologie des Glaukoms im Klaren war, 
fiel bis ins 18. Jahrhundert auch die Behandlung widersprüchlich aus. Erst 
durch die Erfindung des Augenspiegels durch H. Helmholtz 1850 [3] begann 
eine neue Ära in der Augenheilkunde und der damit verbundenen Forschung. 
Albrecht von Graefe war es schließlich, der Mitte des 19. Jahrhunderts 
postulierte, dass beim Glaukom ein zu hoher Augeninnendruck dauerhaft die 
Netzhaut und den Sehnerv schädige. Er führte erstmals die 
Gesichtsfeldbestimmung mithilfe einer Wandtafel durch und das erste 
Impressionstonometer wurde von ihm etabliert [4].  
Nachdem 1884 das Kokain als Lokalanästhetikum entdeckt wurde [5], erfolgte 
die Druckmessung direkt an der Hornhaut. Bereits 1954 gelang es H. 
Goldmann, ein Applanationstonometer zu entwickeln, das bis heute in 
modifizierter Form zu den Standardinstrumenten der Augenheilkunde zählt und 
die zuverlässigste Methode ist, den intraokularen Druck zu bestimmen [6]. Auch 
hinsichtlich der Glaukomtherapie machte man Fortschritte. Mit der Iridektomie 
operierte von Graefe 1856 erstmals erfolgreich einen Glaukompatienten [7] und 
mit der Entdeckung des Pilocarpins knapp zwanzig Jahre später gab es die 
erste echte medikamentöse Option [2, 8] . 
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Die moderne Wissenschaft ist heute an einem Punkt, an dem es möglich ist, 
zelluläre Signalwege zu verstehen, diese auf RNA-, DNA- und Proteinebene 
nachzuweisen und daraus zu schließen, was sie über den Zustand der Zelle 
verraten. Der Begriff „Glaukom“ ist definiert [9] und medikamentöse sowie 
operative Therapieoptionen sind vorhanden [7, 10, 11]. Dennoch bleibt das 
Glaukom ein brisantes Forschungsthema, da es immer noch keine kurative 
Therapie gibt sondern nur einen Stopp des status quo erreichbar ist. Es gilt 
weiterhin, die genauen Ursachen und die Pathophysiologie des Untergangs der 
retinalen Ganglienzellen zu begreifen, neue Ansatzpunkte für Therapien zu 
entdecken und mögliche präventive Maßnahmen zu erschließen. 
1.2 Definition und Einteilung der Glaukome 
Der Begriff „Glaukom“ oder auch „grüner Star“ bezeichnet im allgemeinen ein 
multifaktorielles Geschehen, das in einem relativ zum Perfusionsdruck zu 
hohen Augeninnendruck mündet, was die progressive Degeneration der 
Ganglienzellschicht der Netzhaut und damit des Nervus opticus mit 
fortschreitenden Gesichtsfelddefekten zur Folge hat [12]. Im Grunde hat man es 
mit einer Form der Optikusneuropathie zu tun, für deren Genese heute mehrere 
Risikofaktoren bekannt sind [13, 14].  
Prinzipiell unterscheidet man das primäre Glaukom vom Sekundärglaukom, das 
als Folge einer vorbestehenden Augenerkrankung oder als Nebenwirkung eines 
Medikaments auftritt. Ein Sonderfall ist das angeborene Glaukom. Die 
verschiedenen Glaukomformen unterscheiden sich zum Teil in ihrer Ätiologie 
und Therapie [12, 15].  
Vom primären Offenwinkelglaukom (POWG) spricht man, wenn der 
Augeninnendruck konstant oberhalb von 25 mmHg liegt und kein akuter 
Winkelblock (s.u.) vorliegt. Hier besteht ein chronisches Ungleichgewicht 
zwischen Kammerwasserproduktion und Kammerwasserabfluss. Das POWG 
macht rund 90 % der Glaukome aus und wird durch den Patienten oft zu spät 
erkannt, da es keinerlei Symptome verursacht. Bis bemerkbare Gesichts-
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felddefekte entstehen, können bereits über 70 % der Optikusfasern irreversibel 
geschädigt sein [12, 16]. 
Das akute Winkelblockglaukom (EWG), auch als Glaukomanfall bezeichnet, 
liegt vor, wenn der Kammerwinkel plötzlich verlegt wird, z.B. durch ein 
Vorwölben der Iris, und damit der Abfluss des Kammerwassers behindert ist. 
Der Augeninnendruck steigt schnell auf Werte über 60 mmHg an. Die Patienten 
haben dabei neben starken Augen- bzw. Kopfschmerzen und ausgeprägten 
Allgemeinsymptomen wie Übelkeit auch einen steinharten Bulbus oculi [12, 13]. 
Von einem Normaldruckglaukom spricht man, wenn der Patient zwar einen 
Augeninnendruck im Normbereich zwischen 10 und 21 mmHg aufweist, 
trotzdem aber glaukomatöse Veränderungen an Papille und Sehnerv zu 
erkennen sind [12, 17]. 
Risikofaktoren für die Entwicklung eines Offenwinkelglaukoms sind neben dem 
erhöhten Augeninnendruck u.a. eine positive Familienanamnese, steigendes 
Alter, eine höhergradige Myopie, eine dünne Hornhaut und Menschen 
afrikanischer Abstammung sind häufiger betroffen. Beim Engwinkelglaukom 
gelten Hyperopie und verschiedene okuläre Prädispositionen wie eine flache 
Vorderkammer oder ein geringer Hornhautdurchmesser als Risikofaktoren und 
es tritt bei Asiaten und bei Frauen gehäuft auf. Außerdem sind Migräne, 
Vasospasmen, nächtliche Hypotonie, Autoimmunerkrankungen und 
Vaskulopathien im Zusammenhang mit der Pathogenese des Glaukoms zu 
nennen [18, 19]. 
1.3 Bedeutung und Epidemiologie des Glaukoms 
Das Glaukom ist weltweit nach der Katarakt die zweithäufigste Erblindungs-
ursache und sogar der häufigste Grund für eine irreversible Erblindung [20]. Im 
Jahre 2002 waren rund 37 Mio. Menschen erblindet, 12,3 % davon als Folge 
des grünen Stars [21]. In Deutschland gehen gegenwärtig etwa 15 % aller 
Erblindungen auf Glaukome zurück. D.h. jedes Jahr erblinden 1500 bis 2000 
Menschen als Folge des grünen Stars [22]. Eine aktuelle Metaanalyse von 
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Tham et al. ging von rund 64 Mio. Glaukomkranken im Alter von 40 bis 80 
Jahren im Jahr 2013 aus. Schätzungen für 2020 und 2040 sprechen von 80 
Mio. bzw. über 100 Mio. Glaukompatienten weltweit [19, 23]. 
Für die Bevölkerung jenseits des 40. Lebensjahres beträgt die Prävalenz des 
Glaukoms weltweit 3,5 % [23]. In Europa liegt sie etwa bei 2 % und steigt mit 
zunehmendem Alter an [24]. Die Dunkelziffer ist hoch und es muss bedacht 
werden, dass die Diagnose oft erst erfolgt, wenn bereits irreversible Schäden 
eingetreten sind [25]. Weniger als die Hälfte aller Offenwinkelglaukome sind den 
Betroffenen in den Industrienationen bekannt. Aufgrund der demografischen 
Entwicklung in den Industrienationen ist damit zu rechnen, dass das Glaukom 
für die westliche Welt in Zukunft noch mehr an Bedeutung gewinnt. 
1.4 Retinale Ganglienzellen und ihre Eigenschaften 
Retinale Ganglienzellen (RGC) vermitteln als drittes Neuron der Netzhaut 
visuelle Impulse über den Sehnerv an das Gehirn. Schädigungen dieser Zellen 
sind eng verknüpft mit verschiedenen ophthalmologischen Krankheitsbildern 
wie z.B. der Optikusneuritis oder der erblichen Leber-Optikusneuropathie [26]. 
Vor allem aber spielt der Untergang der RGC beim Glaukom eine 
entscheidende Rolle (s. Kapitel 1.5).  
RGC sind postmitotisch, d.h. sie teilen sich nicht mehr. Sie haben einen 
neuronalen Phänotyp, also einen runden Zellkörper mit vielen astartig 
verzweigten Dendriten. Sie gelten als sensitiv für Glutamat-Exzitotoxizität [27-
29] und reagieren mit Zelltod wenn sie z.B. hydrostatischem Druck, hellem Licht 
oder oxydativem Stress ausgesetzt sind [30-34]. Weiterhin ist die Abhängigkeit 
von Neurotropinen charakteristisch für RGC [35]. Sie exprimieren verschiedene 
Marker-Proteine, darunter die RGC-spezifischen Marker der Brn3-Familie [36], 
Thy-1 [37] und verschiedene neuronale Marker wie MAP-2, Tau, humanes 




1.5 Pathophysiologie des Glaukoms 
Wie unterschiedlich die Pathogenesewege des Glaukoms auch sein mögen, 
letztlich kommt es immer zur Schädigung der retinalen Ganglienzellen (RGC) 
und ihrer Axone und damit zur Optikusneuropathie und Gesichtsfeldverlusten. 
1.5.1 Das 5-Stufen-Modell der Pathogenese 
Wichtig für das Überleben der Ganglienzellen sind Neurotrophine wie z.B. 
BDNF, die in den höheren Zentren, z.B. im Corpus geniculatum laterale, 
produziert und über retrograden axonalen Transport zu den Zellkörpern der 
RGC transportiert werden [41-44]. Demgegenüber stehen verschiedene 
„Todessignale“ wie z.B. ein erhöhter intrazellulärer Kalziumspiegel [45], 
Übererregung durch extrazellulär vermehrtes Glutamat, die sogenannte 
Glutamat-Exzitotoxizität [28, 46-49], oder das Binden von Todesliganden wie 
beispielsweise TNF-α an Rezeptoren der Ganglienzellen [50-52]. Kommt es 
z.B. durch mechanische Irritation, gestörten axonalen Transport oder eine 
Störung der Homöostase des umgebenden Gewebes zum Ungleichgewicht 
zwischen solchen Überlebenssignalen und Todesfaktoren, beginnen 
verschiedene Zelltodkaskaden in den betroffenen Zellen. Bezogen auf den 
Ganglienzelluntergang beim Glaukom lässt sich dieser Prozess in fünf Stufen 
beschreiben [53]. 
Zuerst kommt es zur Gliaaktivierung. Durch den (relativ) zu hohen 
Augeninnendruck werden neben den Axonen der Ganglienzellen auch die 
Gliazellen an der Lamina cribrosa geschädigt, die verantwortlich für den Stoff- 
und Flüssigkeitstransport des Gewebes sind. Zusätzlich zur mechanischen 
Belastung der Ganglienzellaxone wird durch die Beeinträchtigung der Gliazellen 
so die Homöostase der Ganglienzellumgebung beeinträchtigt [54-56]. Wie 
genau sich dieser Umstand auf den axonalen Transport der RGC auswirkt, ist 
unklar. Diskutiert wird z.B. das Sezernieren von Stickstoffmonoxid [54, 57] und 
Vasokonstriktoren [54, 58] durch aktivierte Gliazellen, was zu direktem Schaden 




Aus mechanischer Belastung durch Druck und gestörter Gewebehomöostase 
resultiert ein beeinträchtigter Membrantransport und eine energetische 
Minderversorgung der RGC weshalb das Kalzium in den Zellen ansteigt – ein 
starkes Signal für sie, mit der autonomen Degeneration des betroffenen Axons 
zu starten. Die zweite Stufe, das sogenannte „Rückwärtssterben der Axone“, 
beginnt. Es handelt sich um eine Kompartmentdegeneration der Zelle [53, 59]. 
Dabei stehen die Zerstörung der Mikrotubuli und der damit einhergehende 
Verlust des axonalen Transports im Vordergrund. 
Infolge des gestörten axonalen Transports, der z.B. auch den Transport von 
Neurotropinen mit einschließt [60], kommt es zum dritten pathophysiologischen 
Schritt auf dem Weg zum Glaukom: Die Zelle beginnt mit dem programmierten 
Zelltod, der primären Ganglienzellapoptose. Beim Untergang der RGC wird 
Glutamat freigesetzt. Die überschießende Glutamatausschüttung aus 
absterbenden Zellen führt bei den eigentlich noch gesunden benachbarten 
Ganglienzellen zur Apoptose. Glutamat bewirkt eine Daueröffnung der 
Kalziumkanäle und damit ein erhöhtes intrazelluläres Kalziumangebot. Das 
viele Glutamat kann nicht mehr ausreichend von den Gliazellen, in diesem Fall 
den Müller-Zellen, aufgenommen und abgebaut werden. Immer mehr Zellen 
beginnen den programmierten Zelltod. Man spricht bei dieser vierten Stufe der 
Pathogenese von sekundärer Ganglienzellapotose [18, 54]. 
Im letzten Schritt bildet sich infolge des Ganglienzelluntergangs eine Glianarbe 
[53]. Bis erste Gesichtsfeldausfälle detektierbar sind, können bereits über die 
Hälfte der Nervenfasern degeneriert sein [54, 61]. 
1.5.2 Apoptose 
Der programmierte Zelltod oder auch Apoptose, ist ein zelleigenes „Suizid-
Programm“, das zum Schrumpfen der Zelle, zur Kondensation des Chromatins 
mit nukleärer Fragmentierung und zur Vakuolisierung führt. Anschließend 





Damit in einer Zelle Apoptose ausgelöst wird, bedarf es bestimmter Signale, die 
sie entweder von außen erreichen oder die im Zellinneren entstehen. Im Zuge 
der intrinsischen Kaskade der Apoptose registriert die Zelle selbst, dass 
irreparable Schäden vorliegen und sie „überflüssig“ ist, was durch oxidativen 
Stress, intrazellulär erhöhtes Kalzium, einen gestörten pH-Wert sowie DNA-
Abbildung 1: Die Kaskade der Apoptose 
Die Abbildung zeigt einen Überblick über den Ablauf von intrinsischer und extrinsischer 
Apoptose. Der extrinsische Weg der Apoptose wird durch die Bindung eines Todesliganden, 
beispielsweise TNF, an den entsprechenden Rezeptor aktiviert. Dies führt intrazellulär zur 
Anlagerung von Adaptermolekülen (hier FADD) und die Caspase-8 wird aktiviert. Sie aktiviert 
wiederum Effektor-Caspasen wie Caspase-3 und -7. Der intrinsische Weg ergibt sich aus einer 
für die Zelle ungünstigen Situation, wie z.B. dem Mangel an Wachstumsfaktoren. Er setzt die 
Freisetzung von Zytochrom C aus dem Mitochondrium voraus. Zytochrom C bindet an Apaf-1, 
welcher die Caspase-9 aktiviert. Diese aktiviert wiederum durch limitierende Proteolyse die 
Effektor-Caspasen 3 und 7. Damit Zytochrom C das Mitochondrium verlassen kann, muss es 
dessen Membran passieren. Liegen die proapoptotischen Proteine Bax/Bak aktiviert als 
Heterodimer in der Membran vor, ist dies der Fall. Ob Bax/Bak aktiv sind, hängt von zahlreichen 
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Schäden ausgelöst werden kann [63]. Infolgedessen werden die Caspasen 1, 2, 
4, 5, 9, 11 und 12 der intrinsischen Kaskade durch einen intrazellulären 
Komplex aktiviert, an dem Apaf-1, die Caspase-9 und Zytochrom C, das bei 
zellulären Mängelsituationen aus dem Mitochondrium ausgeschüttet wird, 
beteiligt sind [63-65].  
Im Rahmen des extrinsischen Signalwegs erhält die Zelle proapoptotische 
Signale von außen, z.B. durch Entzug von Wachstums- bzw. Überlebens-
faktoren oder Aktivierung durch sog. Todesliganden. Es werden bestimmte 
Caspasen mit einer „Todeseffektordomaine“, wie Caspase-8 und Caspase-10, 
durch die Interaktion mit der intrazellulären Domaine der Todesrezeptoren (z.B. 
Fas- oder TNF-Rezeptoren) aktiviert [63, 65]. 
Sowohl der extrinsische als auch der intrinsische Weg münden in der 
Aktivierung von Effektor-Caspasen, zu denen Caspase-3 und Caspase-7 
gehören, welche die zelluläre Degradierung einleiten [66]. Es werden 
Proteinkinasen aktiviert, Transkriptionsfaktoren phosphoryliert und auf diesem 
Wege proapoptotische Gene aktiviert [63]. 
Des Weiteren spielen die Proteine der Bcl-Familie eine Rolle bei der Steuerung 
der intrinsischen Kaskade der Apoptose [66]. Einige Mitglieder dieser Familie, 
wie Bcl-2 und Bcl-X wirken antiapoptotisch während andere wie Bax oder Bak 
proapoptotisch wirken [53, 67]. 
1.6 Die Etablierung und Bedeutung der RGC-5-Zelllinie 
RGC sind nur schwer aus humaner oder tierischer Retina zu gewinnen, die Zahl 
vitaler Zellen nimmt in vitro schnell ab und meist überleben sie nach Isolation 
maximal einige Tage [68]. Deshalb war die Etablierung der RGC-5-
Ganglienzelllinie durch Krishnamoorthy et al. [69] ein durchschlagender Erfolg. 
Krishnamoorthy et al. beschrieben die Etablierung einer Zelllinie durch 
Transformation von retinalen Ganglienzellen aus postnatalen Ratten mit dem 
ψ2E1A-Virus [69]. Auf diesem Wege konnte ein Klon aus einer retinalen 
Mischkultur ausfindig gemacht werden, der eindeutige neuronale Marker 
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exprimierte und Merkmal retinaler Ganglienzellen aufwies. Der Klon RGC-5 
wurde positiv getestet auf Ganglienzell- und neuronale Marker wie Thy-1, 
Brn3a, Neuritin, NMDA-Rezeptoren, GABA-B-Rezeptoren, Synaptophysin und 
reagierte sensitiv auf Glutamat-Exzitotoxizität sowie Neurotropine. Die 
Kultivierung des RGC-5-Zellklons über fünfzig Passagen resultierte weder in 
der Abnahme der mitotischen Aktivität noch im Verlust von Thy-1. Die RGC-5-
Zellen hatten ein spindelförmiges Aussehen mit kurzen Fortsätzen aber ohne 
Dendriten, wuchsen einschichtig und adhärent und teilten sich ca. alle 20 bis 24 
Stunden [70]. Die Schussfolgerung der Forscher: Eine Ratten-
Ganglienenzelllinie konnte etabliert werden, die das Potential zur in vitro 
Erforschung der Physiologie und Pathophysiologie von RGC-abhängigen 
Prozessen in der Augenheilkunde vermuten ließ – ein Meilenstein in der 
Glaukomforschung. Heute berufen sich bereits über 250 wissenschaftliche 
Publikationen auf die RGC-5-Zelllinie, denn sie ist nach wie vor die einzig 
existierende retinale Ganglienzelllinie und damit insbesondere für die 
Glaukomforschung unabdingbar. 
1.7 Entdifferenzierung der RGC-5-Zellen und Gegenmaßnahmen   
Bedauerlicherweise gab es immer wieder Bedenken hinsichtlich der 
Funktionalität und Identität der RGC-5-Zellen. Es wurde angemerkt, dass die 
RGC-5-Zelllinie nach einigen Jahren ihre neuronalen und Ganglienzell-
eigenschaften eingebüßt habe [30, 39, 71-73]. Anfänglich konnte bei 
undifferenzierten und bei mit Succinyl-Concanavalin A differenzierten RGC-5-
Zellen über Glutamat-Sensitivität berichtet werden [35, 69, 74]. Doch spätere 
Publikationen erwähnten eine zunehmende Resistenz gegenüber Glutamat-
Exzitotoxizität [33, 34, 72]. Auch hinsichtlich der Expression neuronaler und 
ganglienzellspezifischer Marker gab es widersprüchliche Publikationen. Der 
Nachweis von Thy-1 und Brn3-Markern sowie NMDA-Rezeptoren und die 
Bestätigung der Wachstumsfaktor-Abhängigkeit gelang Krishnamoorthy et al. 
anfänglich sogar bei undifferenzierten RGC-5-Zellen [69]. Die Expression von 
RGC-Markern wurde auch durch nachfolgende Publikationen bestätigt [35, 45]. 
10 
 
Andere Artikel bestreiten aber das Vorkommen von Ganglienzell-Marker bei 
undifferenzierten und differenzierten RGC-5-Zellen [39].  
Durch Van Bergen et al. wurde 2009 ein Artikel publiziert, der besagt, dass 
RGC-5-Vorläuferzellen ursprünglich aus Mäuse- und nicht aus Rattenretina 
isoliert wurden und neuronale Marker wie β-III-Tubulin und Tau, nicht aber 
Ganglienzell-spezifische Marker wie bestimmte Neurofilamente oder Thy-1 
exprimieren [72]. RGC-5-Zellen waren allerdings auch negativ für Marker 
weiterer retinaler Zellen wie Horizontalzellen (Calbindin), amakrine Zellen 
(Calretinin), On-Bipolarzellen (Proteinkinase-Cα) und Astrozyten (GFAP) [39]. 
Es konnte gezeigt werden, dass sie Nestin exprimieren, ein Intermediärfilament 
das typisch für neuronale Progenitorzellen ist [39, 75], sodass RGC-5-Zellen 
eine Art neuronale Vorläuferzellen sein könnten. Die Expression verschiedener 
neuronaler Marker wie Tau, MAP-2 und β-III-Tubulin [38, 39, 72, 76, 77] sowie 
das Vorkommen von Neurotropinen (BDNF, NT3, NT4) und deren Rezeptoren 
(TrkA, TrkB, TrkC) wurde mehrfach bestätigt [35, 69]. 
In den letzen Jahren wurden in Reaktion auf die Entdifferenzierung und 
fragliche Identität der RGC-5-Zellen verschiede Protokolle zur 
Redifferenzierung etabliert, mit dem Ziel, in den Zellen verlorene Eigenschaften 
retinaler Ganglienzellen zu reaktivieren und die Zelllinie dazu zu bringen, mehr 
Eigenschaften neuronaler Zellen bzw. Ganglienzell-Eigenschaften anzunehmen 
[39, 77, 78]. Differenzierung bedeutet in diesem Falle, die Mitoserate zu 
reduzieren, einen neuronalen Phänotyp zu induzieren und die Expression RGC-
typischer und neuronaler Marker zu verstärken, mit dem Ziel, möglichst 
realitätsnahe Forschungsbedingungen zu schaffen. Es werden heute im 
Wesentlichen zwei Substanzen genutzt, um RGC-5-Zellen zu differenzieren: 
Trichostatin A und Staurosporin. 
1.7.1 Differenzierung mit Trichostatin A 
Trichostatin A (TSA) ist ein aus Streptomyces sp. gewonnenes Antibiotikum und 
ein potenter Histon-Deacetylaseinhibitor [79]. Histone sind basische Proteine, 
um die der DNA-Doppelstrang des Eukaryonten-Genoms aufgewickelt ist, 
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sodass die Erbinformation im Zellkern eine möglichst kompakte Gestalt 
(Euchromatin) hat. Histone können u.a. durch Acetylierung modifiziert werden, 
was das Chromatingerüst insgesamt verändert und damit auch die 
Genexpression [80-82]. Die Acetylierung von Histonen setzt die Bindungs-
fähigkeit für die DNA herab und die Struktur des Chromatins lockert sich – eine 
wichtige Voraussetzung für die Transkription. Bestimmte Enzyme, die 
Acetyltransferasen (HAT) und Histon-Deacetylasen (HDAC), regulieren den 
Acetylierungszusand von Histonen [82].  
Histon-Deacetylase-Inhibitoren (HDACi) wie TSA verursachen eine 
Hyperacetylierung, was zu vermehrter bzw. veränderter Genexpression führt 
[80-82]. TSA fördert dadurch beispielsweise die Wirksamkeit von Krebs-
medikamenten, die die DNA als Ziel haben [83]. Man geht außerdem davon 
aus, dass HDACi neuroprotektiv wirken [84-86]. Der HDACi Valproinsäure 
fördert z.B. das Überleben von RGC nach Verletzungen des Sehnervs [87]. Es 
gibt neuere Ansätze, wonach Histon-Deacetylierung eine zentrale Rolle in 
sterbenden RGC spielt und Hemmung durch HDACi wie TSA das frühe „gene 
silencing“ normaler Gene, das im Zuge der Apoptose auftritt, verhindern kann 
[88].  
Besonders von Bedeutung für diese Arbeit ist, dass HDACi in der Lage sind, 
durch einen Switch im Transkriptionsprofil einige neuronale Zelltypen zu 
differenzieren [89, 90]. TSA induziert bei RGC-5-Zellen transkriptionsabhängig 
die Differenzierung zu einem neuronalen bzw. ganglienzellähnlichen Phänotyp 
[38, 39, 78]. 
Allerdings löst TSA in bestimmten Konzentrationen auch Apoptose in 
neuronalen Zellen und RGC aus [38, 91-93]. Schnichels et. al konnten 2012 
[38] nachweisen, dass TSA in der für die Redifferenzierung der RGC-5-Zelllinie 
benötigten Konzentration von 500 nM und sogar bei geringeren 




1.7.2 Differenzierung mit Staurosporin 
Staurosporin (STS) ist ebenfalls ein aus Streptomyces sp. isoliertes 
Antibiotikum und ein Proteinkinase-Inhibitor [94]. Es ist zellpermeabel und 
hemmt schon bei sehr niedrigen Konzentrationen unspezifisch verschiedene 
Kinasen. Dadurch ruft STS die unterschiedlichsten, teils zellspezifischen Effekte 
hervor: Induktion der Apoptose, Ca2+-Freisetzung oder Genaktivierung. 
Außerdem hemmt es die Topoisomerase II durch Bindung im aktiven Zentrum 
[95]. 
Bei der Differenzierung der RGC-5-Zelllinie mittels 316 nM Staurosporin über 
24 Stunden konnte das Neuritenwachstum induziert und eine Soma-Rundung 
erreicht werden, die Zellen änderten ihre Morphologie hin zu einem neuronalen 
Phänotyp und verloren ihre mitotische Aktivität [77]. Allerdings reagierten die 
Zellen anschließend weniger empfindlich auf Neurotropine als bei der 
Behandlung mit TSA [78]. Die Differenzierung der RGC-5-Zellen mittels 
Staurosporin erfolgt im Gegensatz zu TSA-vermittelten Veränderungen 
unabhängig von Transkription und Translation in den Zellen [78, 95]. Auch beim 
Einsatz von Staurosporin zur Redifferenzierung der RGC-5-Zellen konnte eine 
Apoptoseinduktion nachgewiesen werden [76]. 
1.7.3 Etablierte Differenzierungsprotokolle für RGC-5-Zellen 
Hinsichtlich der Differenzierung der RGC-5-Zelllinie mit TSA wurden seit 2007 
drei wichtige Publikationen veröffentlicht, die sich unterschiedlichen 
Teilaspekten widmen. 
Schwechter et al. [78] bauten auf dem Ansatz von Frassetto et al. [77] von 2006 
für die Differenzierung mit STS auf, setzten aber erstmals TSA ein. Sie konnten 
für eine Konzentration von 500 nM TSA im Nährmedium der RGC-5-Zellen und 
Inkubation für 24 Stunden zeigen, dass die Expression von neuronalen Markern 
(MAP-2, Tau) sowie Ganglienzellmarkern (Brn3a/b), das Neuritenwachstum und 
die Neurotropin-Sensitivität der RGC-5-Zelllinie deutlich anstieg und die Zellen 
ihre mitotische Aktivität einbüßten.  
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Wood et al. [39] verglichen mehrere Differenzierungsmethoden (STS, TSA, 
sConA), um herauszufinden, wie diese u.a. die Expression neuronaler und 
Ganglienzellmarker sowie die Glutamat-Sensitivität beeinflussen. Dazu 
kultivierten sie RGC-5-Zellen zunächst 24 Stunden ohne Serum im Medium, um 
dadurch die Proliferation zu drosseln und gaben danach auch bedeutend 
weniger FKS (0, 1 %) zu als bei anderen Protokollen üblich (5 % FKS). Sie 
erweiterten außerdem den Inkubationszeitraum auf fünf Tage. Es wurde hierbei 
u.a. gezeigt, dass TSA die Expression von neuronalen Markern wie MAP-2, Tau 
und β-III-Tubulin bei RGC-5-Zellen positiv beeinflusst und die Glutamat-
Sensitivität steigt. Diese Effekte traten v.a. nach Langzeitinkubation (drei bis 
fünf Tage) auf. Ein Einfluss auf die Expression von Ganglienzellmarkern konnte 
nicht gezeigt werden. 
Schnichels et al. 2012 [38] untersuchten die Frage, inwiefern die gängige 
Differenzierung mit TSA mit der als optimal geltenden Konzentration von 
500 nM über 24 Stunden zytotoxisch wirkt, indem sie neben der Differenzierung 
der RGC-5-Zellen auch Zellzahl, Vitalität, Apoptose und Zelltod betrachteten. 
Ihre Experimente basierten dabei auf der durch Schwechter et al. und Frassetto 
et al. beschriebenen Inkubation und umfassten einen Zeitraum von 48 Stunden. 
Es konnte gezeigt werden, dass TSA schon in geringen Konzentrationen, die 
noch nicht zu Differenzierung führen, Zelltod induziert.  
Die im Rahmen des Wood-Protokolls beschriebene Langzeitdifferenzierung, 
welche einen eindeutig positiven Effekt auf die neuronale Differenzierung hat, 
scheint ein vielversprechender Ansatz zu sein. Allerdings bleibt beispielsweise 
fraglich, ob die durch Schnichels et al. beschriebene Zytotoxizität auch bei 
längeren Inkubationszeiträumen bestehen bleibt. Deshalb soll es Aufgabe 
dieser Arbeit sein, die unterschiedlichen Differenzierungsmethoden mit TSA, die 
durch Schwechter und Wood vorbeschrieben sind, über einen Zeitraum von fünf 




1.8 Die Aktuelle Forschung und Problematik 
1.8.1 Die 661W-Zelllinie 
Das menschliche Auge enthält ungefähr 127 Mio. Fotorezeptoren, davon 6 Mio. 
Zapfen, die in der zentralen Retina gelegen für das Tag- und Farbensehen 
verantwortlich sind [26]. Um ihr Verhalten in vitro erforschen zu können, wurde 
die 661W-Zapfen-Zelllinie aus retinalem Tumorgewebe einer transgenen 
Mauslinie geklont, welches das Simianvirus T-Antigen 40 enthielt [96]. 
Forschung auf zellulärer und molekularer Ebene ergaben, dass 661W-Zellen 
Zapfen-typische Marker wie blaues und grünes Zapfen-Pigment, Transducin 
und Zapfen-Arrestin so wie das SV40 T-Antigen aufwiesen [97]. Zu den 
Eigenschaften von 661W-Zellen gehört, dass sie auf Lichtstimuli reagieren und 
nach Exposition an helles Licht mit Apoptose reagieren [98]. Sie wachsen als 
Monolayer, teilen sich ca. alle 27 Stunden und ihr Zellkörper ist spindelförmig. 
661W-Zellen können Fortsätze entwickeln und treten über diese mit 
Nachbarzellen in Verbindung [97]. 
1.8.2 Eine mögliche Kontamination der RGC-5-Zelllinie mit 661W-Zellen 
Die 661W-Zelllinie fand zeitgleich zur Etablierung der RGC-5-Zellen im Labor 
der Forschungsgruppe um Krishnamoorthy Verwendung. Unglücklicherweise 
wurden einige Test zur Identifikation der damals isolierten RGC-5-Zellen nie 
durchgeführt, darunter die Überprüfung, ob die Zellen den verwendeten 
Transformationsvektor ψ2E1A enthielten und tatsächlich ein Rattengenom 
aufwiesen [69, 70]. Es ist also theoretisch möglich, dass während des 
Etablierungsprozesses der RGC-5-Zellen eine Kontamination mit 661W-Zellen 
stattgefunden hat.  
Interessanterweise reagieren RGC-5-Zellen auf exzessive Lichtexposition im 
blauen Spektrum (400-480 nm) mit sinkender Stoffwechselaktivität und 
Apoptose, v.a. wenn sie bereits durch Serum-Entzug vorgeschädigt sind [32, 
99, 100]. Allerdings konnte gezeigt werden, dass langfristige Lichtexposition alle 
Schichten der Retina angreift [101] und es ist bekannt, dass bestimmte RGC-
Typen an sich fotosensitiv sind [102]. Kurzwelliges Licht führt bei RGC zum 
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Zelltod, wenn diese schon leicht in ihrer Homöostase z.B. durch Druck, 
Mangelversorgung oder Alterungsprozesse beeinträchtigt sind [103]. Neben der 
Reaktion auf Licht, konnten blaue Zapfen-Opsine in RGC-5-Zellen nach-
gewiesen werden [39, 104]. Die Expression von Opsinen und die Reaktion auf 
Licht könnte damit zusammen hängen, dass RGC neben der Weiterleitung und 
dem Verschalten visueller Informationen auch andere Aufgaben wie z.B. 
Kontrastverstärkung haben [102]. Aber auch die potentielle „Verwechslungs-
Zelllinie“ 661W exprimiert zapfentypische Opsine [97] und mit Apoptose auf 
exzessive Lichtexposition zu reagieren ist typisch für sie [98].  
Eine kürzlich erschienene Publikation [70] greift die Behauptung auf, RGC-5-
Zellen seien in Wahrheit aus Mäusen und nicht aus Ratten isoliert worden [72]. 
Auf DNA-Ebene wurde gezeigt, dass sie kein Ratten-spezifisches genetisches 
Muster aufweisen, dafür aber tatsächlich ihren Ursprung in Mauszellen zu 
haben scheinen. Weiterhin gelang es der Forschungsgruppe nicht, das in 
diesen Zellen erwartete ψ2E1A-Virus-Transformationsprotein bzw. die 
entsprechende mRNA nachzuweisen.  
Da folglich die Frage im Raum stand, ob es die Wissenschaft überhaupt mit 
einer Ganglienzelllinie zu tun hat oder mit einer Maus-Zelllinie unbekannten 
Phänotyps, verglich man die RGC-5-Zellen mit der 661W-Zelllinie. Es konnte 
gezeigt werden, dass beide Zelllinien dasselbe Transformationsprotein (SV 40 
large T-Antigen) exprimieren, 95 % ihrer genetischen Information identisch sind 
und sie einen ähnlichen Karyotyp aufweisen. Deshalb äußerten Krishnamoorthy 
et al. abschließend die Vermutung, dass es sich bei der RGC-5- und der 661W-
Zelllinie um dieselbe Zelllinie handelt, die ihren Ursprung in der C57BL/6-Maus-
Inzuchtlinie hat und durch Transformation mit dem Onkoprotein SV40 large T-
Antigen entstand – also aktuell gar keine Ganglienzelllinie für Forschungs-
zwecke existiert. Fraglich bleibt, warum die RGC-5-Zelllinie dann jemals 
Ganglienzellmarker exprimiert haben soll [35, 45, 69]. 
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1.9 Das Ziel dieser Arbeit 
Die moderne Glaukomforschung benötigt eine „funktionierende“ retinale 
Ganglienzelllinie, um in vitro die Möglichkeit zur Erforschung der genauen 
pathophysiologischen Mechanismen beim grünen Star und Untersuchung 
möglicherweise protektiver Ansätze zu haben. Deshalb ist es notwendig, bereits 
vorhandene Differenzierungsprotokolle für RGC-5-Zellen genauer zu betrachten 
bzw. zu ergänzen und gleichzeitig die aktuellen Erkenntnisse hinsichtlich einer 
möglichen Kontamination der RGC-5-Zelllinie nicht außer Acht zu lassen.  
Vor diesem Hintergrund bearbeitet die vorliegende Arbeit zwei Fragestellungen: 
 Im ersten Schritt geht es darum herauszufinden, inwiefern RGC-5- und 
661W-Zellen unter Differenzierungsbedingungen mit 500 nM Trichostatin 
A und 300 nM Staurosporin ähnlich oder unterschiedlich reagieren. 
 Der zweite Teil befasst sich mit dem Vergleich zweier etablierter 
Differenzierungsprotokolle für RGC-5-Zelllinie nach Schwechter et al. 
2007 [78] und Wood et al. 2010 [39].  
Besonderes Augenmerk liegt dabei auf dem Aspekt der Langzeitdifferenzierung 
mit TSA sowie dessen Effekte auf die neuronale Differenzierung und die 
Expression von Ganglienzellmarkern unter Berücksichtigung möglicher 




2. Materialien und Methoden  
2.1 Materialien 
2.1.1 Zellen und Nährmedien 
Die RGC-5-Zelllinie wurde von Prof. Neeraj Agarwal (UNT Health Sience Center 
Fort Worth, TX, USA) zur Verfügung gestellt, die 661W-Zellen von Prof. Dr. 
Muayyad Al-Ubaidi (Department of Cell Biology, University of Oklahoma, OK, 
USA). Für die unterschiedlichen Differenzierungsprotokolle mit Trichostatin A 
bzw. Staurosporin nach Schwechter et al. 2007 und Wood et al. 2010 wurden 
die Standard-Medien jeweils um bestimmte Supplemente ergänzt. 
Differenzierung nach Schwechter et al., 2007: Dulbecco`s Modified Eagle`s Me-
dium (DMEM) ergänzt mit 1 % Penicillin/Streptomycin, 5 % FKS 
Differenzierung nach Wood et al., 2010: Dulbecco`s Modified Eagle`s Medium 
(DMEM) Low Glucose Without L-Glutamin ergänzt mit 
 1 % Penicillin, 1 % Streptomycin, 2 mM L-Glutamin, 10 % fötalem 
Kälberserum (FKS) bzw. 
 1 % Penicillin, 1 % Streptomycin, 2 mM L-Glutamin, 0,1% fötalem 
Kälberserum (FKS) bzw. 
 1 % Penicillin, 1 % Streptomycin, 2 mM L-Glutamin. 
2.1.2 Verbrauchsmaterialien für die Zellkultur 
- Dulbecco`s Modified Eagle`s Medium (DMEM), GIBCO, # 31885-023 
- Dulbecco`s Modified Eagle`s Medium (DMEM) Low Glucose Without L-
Glutamin, PAA, # E15-005 
- Fötales Kälberserum (FKS), GIBCO, # 10270 
- Penicillin/Streptomycin, PAA, # P11-010 
- L-Glutamin, Sigma,  # G8415 
- Dulbecco`s  PBS, PAA, # H15-002 
- Trypsin-EDTA  25 %, GIBCO, # 25200 
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- Trichostatin A Ready Made Solution, Sigma, # T1951 
- Zellkulturflaschen Cellstar (250 ml), Greiner bio-one, # 658 170 
- 6-, 24- u. 96-Well-Platten, Costar 
2.1.3 Assays & Kits  
- BrdU Cell Proliferation Assay Kit, Millipore (Callbiochem), # QIA58-
1000TEST 
- CellTiter 96® AQueous One Solution Cell Proliferation Assay, Promega, # 
G3580 
- Crystal Violet Solution, Sigma, # HT901-8FOZ 
- Caspase-Glo® 3/7 Assay-Kit, Promega, # G8091 
- Propidium Iodide 50 mg, EMD Millipore (Calbiochem), # 537059 
- DAPI,  Applichem,  # A4099 
- Triton X-100, Roth, # 3051.2 
- Paraformaldehyd 4 % in PBS, Millipore, # 104005  
- SDS ultra pure (Sodium dodecyl sulphate), Roth, # 2326.2 
- Bovines Serumalbumin (BSA), Albumin bovin Fraction V, Serva, # 11930 
2.1.4 Spezielle Materialien für Gelelektrophorese und Western Blot 
- Polyacrylamidgele: 




H2O 7,7 ml 5,1 ml 
Acrylamide, Sigma, # A3699 9,0 ml 1,53 ml 
Tris-HCl: 1,5 M mit pH 8,8 
Tris-HCl: 0,5 M mit pH 6,8 
5,6 ml  
2,25 ml 
Sodium dodecyl sulfate (SDS), Roth # 
2326.2,10%ig  
225 µl 90 µl 
Ammoniumpersulfat (APS), Sigma, # A9164, 
10%ig 
225 µl 90 µl 
Tetramethylethylendiamin (TEMED), Roth, # 
2367 




- PageRulerTM Prestained Protein Ladder, Thermo Scientific (Pierce), # 
26616 
- BCA Protein Assay Kit, Thermo Scientific (Pierce), # 23227 
- Cell extraction buffer, Invitrogen, # FNN0011 
- Running Buffer (auf ein Volumen von 500 ml H2O MilliQ): 
o 15,0 g TrisBase, Applichem, # A1086 
o 72,0 g Glycin, Roth, # 3908.2 
o 5 g SDS, Roth, # 2326.2 
- 5x Sample Buffer/SDS Reducing Buffer (Stocklösung) 
o 31,25 ml 1M Tris-HCl pH 6,8 
o 50 ml Glycerin, Sigma, # G2289  
o 5 ml 1 % Bromphenolblau, Sigma, # B0126 
o 23,75 ml H2O MilliQ 
- 1x Sample Buffer:  
o 400 µl 5x Sample Buffer/ SDS Reducing Buffer (s.o.) 
o 50 µl 20 % SDS Roth # 2326.2 
o 50 µl Mercaptoethanol, Roth, # 4227 
- Towbin-Buffer/Transfer-Buffer (auf ein Volumen von 1Liter H2O): 
o 3 g TrisBase, Applichem, # A1086 
o 14,4 g Glycin, Roth # 3908.2 
o 0,005 % SDS, Roth # 2326.2 
o 200 ml Methanol, VWR # 20847.307 
- 10x TBS: 
o 60,57 g TrisBase, Applichem, # A1086 
o 87,66 g NaCl, VWR #27810.295 
o auf 1000 ml auffüllen, pH überprüfen 
- 1x TBST: 10x TBS 1:10 verdünnt mit 0,1 % Tween 20, Serva, # 39796.10 
- Ammoniumpersulfat, Sigma # A9164 
- Tetramethylethylendiamin (TEMED), Roth, # 2367 
- Nitrocellulose Membrane WhatmanTM, Protran BA 83, GE Healthcare, # 
10401396  
- Entwickler: GBX developer, Sigma, # P7042-16A 
zu 900 ml H2O MilliQ, 
dann mit 25 % HCl auf 
pH 7,6 einstellen 
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- Fixierer: GBX fixer, Sigma, # P7167-16A 
- Pierce® ECL Western Blotting Substrate, Thermo Scientific, Product # 
32106 
- Amersham Hyperfilm ECL (18x24 cm), GE Healthcare, Product # 
28906836 
2.1.5 cDNA-Synthese und quantitative Real-Time-PCR 
- MultiMACS cDNA Synthesis Kit, Miltenyi Biotec # 130-094-410: Verwen-
dung nach Angabe des Herstellers 
- Multi-8 Filter and Frame, Miltenyi Biotec # 130-092-548 
- Master Mix for PCR SsoAdvanced Universal SYBER Green Supermix, 
Biorad #166-5009EDU  
- Verwendet wurden Primer (5’-3’-Richtung) für folgende Gene:  
L32 (Haushalts-Gen), VEGF (Endothelzellwachstumsfaktor), Thy-1 (Mar-
ker für retinale Ganglienzellen), GFAP (Marker für Gliazellen) 
Tabelle I: Primer für die qRT-PCR und ihre Sequenzen 
Primer Sequenz 
GFAP For3 R. n. 2482 TTAGTGTACCCTCTCGGAAG 
GFAP Rev3 R. n. 2631 AGGTTAGCAGAGGTGACAAG 
THY1 For3 R. n. 925 AGCCAGATGCCTGAAAGAGA 
THY1 Rev3 R. n. 1117 GGGCTGAGAATGACCTGGTA 
VEGF For3 R. n. 2325 GCCCTGAGTCAAGAGGACAG 
VEGF Rev3 R. n. 2494 CAGGCTCCTGATTCTTCCAG 
L32 For AACCGAAAAGCCATCGTAGAA 





o Anti-Tau, clone 5E2 (mouse monoclonal IgG1), Millipore, # 05-348 




o Anti Human NF-H Antibody, R&D Systems, # AF3108 
o Anti neuron-specific beta-III-tubulin, R&D Systems, # MAB1195 
- Sekundärantikörper: 
o Alexa Fluor® 488 Donkey Anti-Mouse IgG (H+L) Antibody, 
Invitrogen, # A21202  
o Alexa Fluor® 488 Donkey Anti-Rabbit IgG (H+L) Antibody, 
Invitrogen, # A21206 
o Cy3 donky anti goat IgG (H+L), Jackson, # 705-165-147 
Western Blot 
- Primärantikörper: 
o ß-Aktin (13E5) Rabbit mAb, Cell Signalling, #4970 
o Caspase 3 Antibody, Cell Signalling, #9662 
o Bax Antybody, Cell Signalling, #2772 
o Bcl-2 Antibody, Cell Signalling, #2876 
o Neuron-specific beta-III-tubulin mAb (Clone TuJ-1), R&D Systems, 
# MAB1195 
- Sekundärantikörper: 
o Anti-Rabbit IgG (H+L) HRP Conjugate, Cell Signalling, #7076 
o Anti-Mouse IgG (H+L) HRP Conjugate, Cell Signalling, #7074 
2.1.7 Gerätschaften 
- Zellkulturschrank/CO2-Inkubator, Heraeus 
- Mikroskop: Zeiss inverses Mikroskop Axiovert 135 (Zeiss, Göttingen) 
- Neubauer Zählkammer 
- ELISA-Reader: Synergy HT, BioTek 
- Western-Blot-Set (Wet/Tank Blotting System), BioRad 
- Gelelektrophorese-Set, BioRad 
- Filmkassette 18x24 cm, Dr. Goos Suprema 
- MultiMACS M96thermo Separator, Miltenyi Biotec 





2.2.1 Kultivieren von RGC-5- und 661W-Zellen 
Die Zellen wurden zunächst in Zellkulturflaschen mit Dulbecco`s Modified Eagle 
Medium, versetzt mit Penicillin/Streptomycin, fötalem Kälberserum und L-
Glutamin (s. Kapitel 2.1.1) im Zellkulturschrank bei 37°C, 5 % CO2 und 95 % 
relativer Luftfeuchtigkeit kultiviert.  
Um die Zellen zu passagieren, wurde das Medium vorsichtig abgesaugt. Nach 
einmaligem Waschen mit 20 ml PBS und Absaugen des Puffers wurden die 
adhärenten Zellen durch 1 ml Trypsin und durch vorsichtiges Klopfen vom 
Flaschenboden gelöst. Ob sich die Zellen vollständig gelöst hatten, wurde am 
Mikroskop kontrolliert. Schließlich wurden die Zellen mit 19 ml frischem Medium 
resuspendiert.  
Mithilfe einer Neubauerzählkammer ließ sich die Konzentration der Zellen 
bestimmen, sodass anschließend je nach Zelldichte mit zusätzlichem Medium 
verdünnt und die gewünschte Zellkonzentration für die Aussaat erreicht werden 
konnte: 
- 6-Well-Platte: 2 ml/Well, 8,75x104 Zellen/ml, 1,75x105 Zellen/Well  
- 24-Well-Platte: 500 µl/Well, 1,2x105 Zellen/ml, 6x104 Zellen/Well 
- 96-Well-Platte: 100 µl/Well, 1x105 Zellen/ml, 1x104 Zellen/Well 
2.2.2 Die Behandlung mit Trichostatin A und Staurosporin 
Nachdem die Zellen für die verschiedenen Versuche entsprechend ausgesät 
waren, erfolgte die Behandlung mit TSA basierend auf den Publikationen von 
Schwechter und Wood [39, 78]. 
Getestet wurden fünf unterschiedliche Inkubationszeiten mit Trichostatin A  
immer in 24stündigem Abstand, also nach 24, 48, 72, 96 und 120 Stunden. 
Dabei wurden für jeden Zeitraum vier verschiedene Konzentrationen TSA 
untersucht, nämlich 40 nM, 150 nM, 500 nM, 2000 nM, einschließlich einer 
Kontrolle ohne die Zugabe von TSA. 
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Tabelle II: Verwendete Differenzierungsprotokolle 
Schwechter et al. 2007 Wood et al. 2010 
- Aussaat der Zellen in Medium mit 
5 % FKS 
- Inkubation für vier Stunden im 
Zellkulturschrank 
- Zugabe von 5 bis 10 µl TSA-
Lösung (je nach Well-Größe), 
sodass die gewünschte 
Endkonzentration resultierte 
- Aussaat der Zellen in Medium mit 
10 % FKS 
- nach sechsstündiger Inkubation im 
Zellkulturschrank Wechsel zu 
Medium ohne FKS  
- Inkubation für 24 Stunden im 
Zellkulturschrank 
- Mediumwechsel zu frischem 
Medium mit 0,1 % FKS und der 
gewünschten TSA-Konzentration 
 
Die Differenzierung der RGC-5-Zelllinie mittels Staurosporin (STS) erfolgte 
analog dem Schwechter-Protokoll für TSA. Nach Aussaat der Zellen und 
vierstündiger Wartezeit, in der sich die Zellen am Boden absetzen und 
anwachsen konnten, wurde Staurosporin verdünnt in Medium mit 5 % FKS 
direkt den einzelnen Wells zugeführt, sodass eine Endkonzentration von 
300 nM Staurosporin resultierte. Hier wurde ebenfalls eine Kontrolle ohne 
Staurosporin belassen. Es folgte die Inkubation für 24, 48, 72, 96 und 120 
Stunden. 
2.2.3 BrdU-Assay 
Bei diesem Test handelt es sich um eine labordiagnostische Methode zur 
Markierung proliferativer Zellen mittels Enzymimmunoassay. 
Strukturchemisch betrachtet besteht Bromdesoxyuridin (BrdU) aus der 
Nukleinbase 5-Bromuracil, die über eine glykosidische Bindung mit der Pentose 
Desoxyribose verbunden ist. Damit ist es ein Analogon des Nukleosids 
Thymidin. BrdU kann von Zellen aufgenommen und in phosphorylierter Form 
während des Zellzyklus anstelle des Desoxythymidintriphosphat bei der 




Mittels spezifischer Antikörper gegen BrdU kann nach Denaturierung der DNA 
die erfolgte Replikation immunhistochemisch nachgewiesen werden [105]. 
Hierfür wird mit einem spezifischen Erstantikörper gegen BrdU inkubiert um 
dann mit einem Peroxidase-gekoppelten Zweitantikörper und Zugabe des 
entsprechenden Peroxidase-Substrats eine Farbreaktion zu erzeugen. Somit ist 
eine quantitative Bestimmung der Zellproliferation durch Photometrie möglich.  
Im Folgenden wurde der BrdU Cell Proliferation Assay Kit (Millipore, USA) zur 
Quantifizierung der Proliferation eingesetzt. Zur Durchführung des BrdU-Assays 
wurden die Zellen in 96-Well-Platten mit einer Konzentration von 1x105 
Zellen/ml zu je 100 µl/Well ausgesät (entspricht 1x104 Zellen/Well). Nach vier 
Stunden Inkubation im Brutschrank bei 37° C, 5 % CO2 und 95 % relativer 
Luftfeuchtigkeit wurde TSA in den vier unterschiedlichen Konzentrationen 40, 
150, 500 und 2000 nM zugegeben. Für jeden Zeitpunkt (24, 48, 72, 96, 120 
Stunden) wurde eine Kontrolle (nur Medium ohne TSA) und ein Background 
(gleiche Konzentrationen TSA aber ohne BrdU) festgelegt. Pro Zeitpunkt und 
Konzentration wurde der Assay sechsfach durchgeführt (n=6).  
Immer 24 Stunden vor Ablauf der Inkubationszeit mit TSA erfolgte die Zugabe 
von 20 µl BrdU pro Well (1:2000 mit Medium verdünnt), damit jede Platte genau 
24 Stunden Inkubationszeit mit BrdU ausgesetzt war. Nach Ablauf der 
Inkubationszeit (im Brutschrank bei 37°C, 5 % CO2 und 95 % relativer 
Luftfeuchtigkeit) und vorsichtigem Abklopfen des Mediums wurden die Zellen 
durch 200 μl/Well der Fixative/Denaturing Solution fixiert. Nach 30minütiger 
Bromdesoxyuridin Thymidin 
Abbildung 2: Strukturformeln von Bromdesoxuridin und Thymidin 
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Inkubation bei Raumtemperatur und Entfernen der Lösung wurden 100 µl/Well 
des Anti-BrdU-Antikörpers dazu pipettiert um dann erneut eine Stunde bei 
Raumtemperatur zu inkubieren. Nach dreimaligem Waschen mit Waschpuffer 
erfolgte die Zugabe von Peroxidase Goat Anti-Mouse IgG, dem Zweitantikörper, 
mit je 100 µl/Well. Nach einer weiteren halben Stunde Inkubationszeit bei 
Raumtemperatur wurden die Platten dreimal mit Waschpuffer gewaschen, dann 
vollständig mit H2O „geflutet“ und auf Papiertüchern abgeklopft. Nach Zugabe 
von 100 µl/Well der Substrate Solution und 30 Minuten Inkubation im Dunkeln 
bei Raumtemperatur konnten 100 µl/Well der Stop Solution zugegeben werden. 
Anschließend wurde die Absorption bei 450 und 595 nm photometrisch am 
ELISA-Reader bestimmt. Aus den Werten mehrfacher Messungen zu einem 
Zeitpunkt und bei einer Konzentration (n=6) wurden Mittelwert und 
Standardabweichung berechnet. Die Kontrolle wurde als 1 definiert und die 
anderen Mittelwerte behandelten Zellen entsprechend dazu in Bezug gesetzt. 
2.2.4 MTS-Assay 
Ziel des MTS-Assay ist es, die lebenden Zellen einer Kultur quantitativ zu 
erfassen bzw. dadurch indirekt den zytotoxischen Effekt einer Substanz durch 
den Verlust der Anzahl vitaler Zellen greifbar zu machen. Das Prinzip dieser 
kolorimetrischen Methode beruht auf der Umsetzung des Substrats MTS in 
stoffwechselaktiven Zellen [105]. Zur Versuchsdurchführung wurde hier ein 
Versuchs-Kit (The CellTiter 96® AQueous One Solution Cell Proliferation Assay, 
Promega) verwendet. 
Die im Versuchs-Kit enthaltene Reagenz beinhaltet u.a. das gelbe, 
wasserlösliche Salz 3-(4,5-Dimethyl-2-yl)-5-(3-Carboxymethoxyphenyl)-2-(4-
sulfophenyl)-Tetrazol, kurz MTS, und den Elektronenakzeptor Phenazin-
ethosulfat (PES). PES wird in den Zellen durch die Reduktionsäquivalente 
NADH oder NADPH reduziert und führt anschließend außerhalb der Zelle zur 
Reduktion von MTS. Wird dieses reduziert, entsteht das intensiv blau-violette 
Formazan mit einem Absorptionsmaximum bei 490 nm. Dieser Vorgang ist an 
mitochondriale und zytosolische Dehydrogenasen gebunden und prinzipiell 
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möglich, wenn Reduktionsäquivalente vorhanden sind, also bei intakter 
Atmungskette. Da dies nur in vitalen Zellen der Fall ist, ist die Menge des 
entstandenen Formazan, also der photometrisch bestimmte Farbumschlag, 
proportional zur Menge lebender Zellen. MTS wird unabhängig davon, ob die 
entsprechenden Zellen mitotisch aktiv sind, umgesetzt [105]. 
Um den MTS-Test durchzuführen, wurden die Zellen in 96-Well-Platten 
kultiviert. Dazu wurden je 100 µl/Well mit einer Konzentration von 1x105 
Zellen/ml pipettiert. Es erfolgte die Zugabe der vier üblichen TSA-
Konzentrationen bzw. von 300 nM STS und die Festlegung einer Kontrolle (nur 
Medium ohne TSA oder STS) jeweils in 6facher Ausführung (n = 6). Die Platten 
wurden über die gewünschte Zeit bei 37 °C, 5 % CO2 und 95 % relativer 
Luftfeuchtigkeit inkubiert. 
Anschließend wurden nach 24, 48, 72, 96 bzw. 120 Stunden je 20 µl/Well der 
MTS-Reagenz direkt zum Medium dazu gegeben und die Platten für 90 Minuten 
im Zellkulturschrank inkubiert. Danach erfolgte die Messung der Absorption bei 
490 und 690 nm im ELISA-Reader. Aus den Werten mehrfacher Messungen zu 
einem Zeitpunkt und bei einer Konzentration (n=6) wurden Mittelwert und 
Standardabweichung berechnet. Die Kontrolle wurde als 1 definiert und alle 
anderen Mittelwerte der mit TSA bzw. STS inkubierten Zellen entsprechend 
dazu in Bezug gesetzt, sodass ein übergreifender Vergleich möglich war. 
Um die Platten anschließend für den Kristallviolett-Test zu konservieren, wurden 
die Zellen mit PBS gewaschen, mit 4%igem Paraformaldehyd (PfA) in PBS 
fixiert und über Nacht bei 4 °C im Kühlschrank aufbewahrt. Alternativ konnte 
auch nach fünfzehnminütiger Inkubation mit PfA und anschließendem Waschen 
mit destilliertem H2O direkt mit der Kristallviolettfärbung fortgefahren werden. 
2.2.5 Kristallviolettfärbung 
Hierbei geht es um die Bestimmung der Zahl der vorhandenen Zellen. Der 
Kristallviolettfärbung eignet sich zur Bestimmung der Zellzahl bei adhärent 
wachsenden Zellen, da bei diesen Kulturen die toten Zellen die Fähigkeit der 
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Adhärenz einbüßen, sich vom Plattenboden lösen und ausgewaschen werden. 
Es werden alle in der Platte befindlichen Zellen unspezifisch angefärbt und das 
Ausmaß der Färbung wird nach Lyse der Zellen photometrisch bestimmt [106, 
107]. 
Die Kristallviolettfärbung wurde im Anschluss an den MTS-Assay durchgeführt. 
Dazu wurden zunächst die mit 4%igem Paraformaldehyd fixierten Zellen einmal 
mit 200 µl/Well destilliertem H2O gewaschen. Dann wurde die Kristallviolett-
Lösung zur Färbung der Zellen mit je 100 µl/Well zugegeben. Nach 30minütiger 
Inkubation bei Raumtemperatur wurden die Platten dreimal mit 200 µl 
destilliertem Wasser pro Well gespült, um den überschüssigen Farbstoff 
auszuwaschen. Anschließend wurden die Zellen mithilfe von 1%igem 
Sodiumdodecylsulfat (SDS) lysiert (eine Stunde Inkubationszeit bei 
Raumtemperatur) um den Farbstoff freizusetzten. Es folgte die Messung der 
Absorption bei 595 nm am ELISA-Reader. Aus den Werten mehrfacher 
Messungen zu einem Zeitpunkt und bei einer Konzentration (n=6) wurden 
Mittelwert und Standardabweichung berechnet. Die Kontrolle wurde als 100 % 
definiert und alle anderen Mittelwerte der mit TSA bzw. STS inkubierten Zellen 
entsprechend dazu in Bezug gesetzt. 
2.2.6 Caspase-3/7-Assay 
Beim programmierten Zelltod spielen spezifische Cystein-Aspartat-Proteasen, 
sog. Caspasen, die wichtigste Rolle. Sowohl der extrinsische als auch der 
intrinsische Weg der Apoptose mündet in der Aktivierung der Effektor-Caspasen 
3, 6 und 7, die die zelluläre Degradation in Gang setzten (s. Kapitel 1.5.2). Der 
Nachweis der Aktivität der Effektor-Caspasen 3 und 7 geschah unter 
Zuhilfenahme des Caspase-Glo® 3/7 Assay-Kit (Promega, Madison, USA), 
dessen Reagenz die Zellen lysiert und optimale Bedingungen für Caspase- und 
Luziferase-Aktivität schafft. 
Hauptbestandteil ist ein Substrat, das die DEVD-Sequenz enthält. Darunter 
versteht man ein Tetrapeptid mit der Aminosäuresequenz Asparaginsäure-
Glutaminsäure-Valin-Asparaginsäure. Diese Sequenz kommt innerhalb des 
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DNA-Reparaturenzyms Poly-ADP-Ribose-Polymerase-1 vor und wird während 
eine Zelle Apoptose unterläuft durch die Caspase-3 gespalten. Durch die 
Spaltung des in dem Reagenz enthaltenen Substrats wird Aminoluziferin 
freigesetzt, das wiederum durch die ebenfalls enthaltene Luziferase umgesetzt 
wird. Dabei entsteht Licht. Die Stärke der Biolumineszenz korreliert mit der 
Anzahl der aktiven Caspasen und damit mit dem Ausmaß der Apoptose.  
Für die Durchführung des Versuches wurden die Zellen in 96-Well-Platten mit 
einer Dichte von 1x104 Zellen/Well ausgesät. Pro Konzentration TSA sollten je 
sechs Wells (n=6) für die Caspase-Reaktion zur Verfügung stehen. Zusätzlich 
wurden sechs Wells nur mit Medium gefüllt, um später den sog. Blank-Wert der 
Caspase-Reagenz messen zu können. Die Zellen wurden zu den üblichen 
Konditionen mit TSA bzw. STS inkubiert. Nach Ablauf der Inkubationszeiten mit 
wurden 100 µl/Well der Caspase-Glo Reagent direkt in die Platten pipettiert, um 
dann bei Raumtemperatur für eine Stunde abgedunkelt zu inkubieren. So 
konnte anschließend die Lumineszenz bei verschiedenen Sensitivitäten (100, 
125, 150, 175, 200) am ELISA-Reader gemessen werden. Die Auswertung 
erfolgte mit den Messwerten der Intensität, die alle Proben vollständig erfasste. 
Die Werte mehrfacher Messungen zu einem Zeitpunkt und bei einer 
Konzentration wurden gemittelt und verglichen. Die Kontrolle wurde als 1 
definiert und alle anderen Mittelwerte der mit TSA bzw. STS inkubierten Zellen 
entsprechend dazu in Bezug gesetzt.  
2.2.7 SDS-PAGE und Western Blot 
Mithilfe der Gelelektrophorese ist es möglich Proteine aus einem Gemisch nach 
bestimmten Kriterien aufzutrennen, sodass man anschließend einzelne 
Proteine nachweisen und auch semi-quantitativ erfassen kann. Da Proteine 
geladen sind, wandern sie im elektrischen Feld, wobei die Art der Wanderung 
durch ihre Größe, Gestalt und Nettoladung bestimmt wird.  
Ziel der Natriumdodecylsulfat-Polyacrylamidgelelektrophorese (SDS-PAGE) ist 
es, Proteine unabhängig von ihrer Ladung und dreidimensionalen Struktur nur 
nach ihrer Molekülmasse aufzutrennen. Wie bei der gewöhnlichen 
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Gelelektrophorese wird ein Polyacrylamidgel von den Proteinen durchwandert, 
wobei diese abhängig von ihrer Größe früher (große Proteine) oder später 
(kleine Proteine) in den Maschen des Gels „hängen bleiben“. Treibende Kraft ist 
auch hier ein elektrisches Feld. Hier wird den Proteinproben nun zusätzlich 
Natriumdodecylsulfat (SDS) beigemischt. SDS ist als Sulfatester des 
Dodekanols ein stark negativ geladenes Detergens. Es lagert sich mit seinem 
hydrophoben Anteil an die Proteine an und überdeckt so deren Eigenladung. Im 
Durchschnitt bindet dabei ein SDS-Molekül pro 1,5 bis 2 Peptidbindungen, 
sodass die Ladung alle Proteine gleich ist. Zusätzlich stoßen sich die vielen 
negativen Ladungen ab, sodass sich die durch Kochen denaturierten Proteine 
linear ausrichten, also ihre dreidimensionale Struktur gänzlich verlieren. 
Zusätzlich wird oft ein reduzierender Stoff wie Mercaptoethanol, der 
Disulfidbindungen spaltet, in die Gelelektrophorese integriert. So werden auch 
durch Disulfidbrücken stabilisierte Konformationen in Proteinen zerstört und 
Proteinkomplexe aufgelöst. Damit ist gewährleistet, dass die Proteine alle zur 
Anode wandern und einzig nach ihrer Kettenlänge bzw. Molekülmasse 
aufgetrennt werden. Proteine mit geringer Molekülmasse  kommen dabei nach 
Abschluss der Gelelektrophorese der positiven Elektrode am nächsten zu 
liegen [67]. 
Nach der Gelelektrophorese können die einzelnen Proteinbanden durch das 
Western-Blot-Verfahren auf eine Trägermembran übertragen werden. Dazu 
werden die Proteine vom Polyacrylamidgel mittels Elektrotransfer 
beispielsweise auf eine Nitrozellulosemembran übertragen, d.h. es wird 
senkrecht zur ehemaligen Laufrichtung der Proteine eine Spannung angelegt, 
sodass die Proteine aus dem Gel zur Membran wandern. Auf der 
hydrophober Fettsäure-Teil hydrophiler/geladener Teil 
Abbildung 3: Strukturformel des Natriumdodecylsulfat (SDS) 
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Nitrozellulosemembran bleiben die Proteine durch ionische und polare 
Wechselwirkungen haften. Das gelelektrophoretische Auftrennungsmuster 
bleibt dabei erhalten. Ein derartiger „Abklatsch“ kann mit spezifischen 
Antikörpern inkubiert werden, wodurch die gezielte Identifikation bestimmter 
Proteine möglich ist.  
So können bestimmte Proteine beispielsweise mittels Chemolumineszenz 
sichtbar gemacht werden. Dazu muss das gesuchte Protein mit einem 
spezifischen Erstantikörper detektiert werden. Ein an einen Zweitantikörper 
gekoppeltes Enzym ist in der Lage, durch Umsetzten eines Substrats Licht zu 
erzeugen, sodass die lumineszierende Bande auf einen Film übertragen und 
dort festgehalten werden kann [67] (s. Abbildung 4).  
 
Abbildung 4: Das Prinzip der Proteindetektion mittels Western Blot 
Nach Übertragung der Proteinbanden auf eine Nitrozellulosemembran können bestimmte 
Proteine durch spezifische Erstantikörper markiert werden. Mithilfe eines enzymgekoppelten 
Zweitantikörpers kann anschließend lokal eine Chemolumineszenz erzeugt werden, sodass die 
Banden auf Röntgenfilme transferiert und sichtbar gemacht werden können. Modifiziert nach 
Fluorescent Western Detection, Produktbeschreibung der Firma Advansta [158]. 
 
Hier sollte die SDS-PAGE bzw. das Western-Blot-Verfahren dazu genutzt 
werden, das Vorhandensein von bestimmten Markern auf Proteinebene zu den 
















Dazu wurden die Zellen in 6-Well-Platten kultiviert, wobei je vier Well pro 
Zeitpunkt und Konzentration TSA angesetzt wurden (n=4). Nach Inkubation mit 
TSA zu den üblichen Konditionen erfolgte die Isolierung der Proteine. Dies 
geschah nach Entfernung des Mediums und Waschen mit PBS durch den 
Einsatz von 100 µl Cell Extraction Buffer (Invitrogen, Germany) pro Well. So 
konnten die Zellen mittels Cell Scraper gelöst und in Eppendorf-Gefäße 
überführt werden, um dann Lysat und Zellen durch Zentrifugation über 20 
Minuten bei 13.000 rpm und Abpippetieren des Überstandes zu trennen. 
Danach wurden die Proben bis zum weiteren Gebrauch bei - 20 °C eingefroren. 
Das Lysat wurde anschließend auf seinen Proteingehalt getestet. Die 
Bestimmung der Proteinkonzentration erfolgte via BCA-Protein-Assay-Kit 
(Pierce, Germany). Ziel war es, gleiche Mengen von genau 10 µg Protein in 
jede Geltasche zu pipettieren. Je nach Proteingehalt wurden die Proben mit 
PBS auf eine Konzentration von 10 µg/12 µl verdünnt. Nach Zugabe von je 3 µl 
Sample Buffer pro Probe ergab sich damit ein Volumen von 15 µl je Tasche. 























































































Abbildung 5: Schema der Polyacrylamid-Gelektrophorese 
Die verwendeten Gele für die Polyacrylamid-Gelelektrophorese bestanden aus einem 
Sammelgel und einem dichteren Trenngel, welches der Auftrennung der Proteine nach 
Molekülmasse diente. Jedes Gel wurde mit 15 Taschen gegossen. So war es möglich mit 
einem Gel für jeden Zeitpunkt und jede Konzentration TSA zwei Proben zu analysieren.  
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Für jeden Zeitpunkt wurden je zwei 1,5 mm dicke 12 % SDS-Gele à 15 Taschen 
benötigt, damit insgesamt für Marker sowie eine Vierfachkontrolle (n=4) für 
jeden untersuchten Zeitpunkt Platz war. Ein Gel bestand immer aus Trenn- und 
Sammelgel. Zunächst wurde das dichte Trenngel hergestellt und nach dessen 
Auspolymerisieren das weniger dichte Sammelgel oben drauf gegossen und mit 
einem Kamm für die Taschen versehen.  
Die Gelelektrophorese wurde bei einer Spannung von 200 Volt durchgeführt, bis 
sich die Banden des Marker nach ungefähr einer Stunde klar über das Gel 
aufgetrennt hatten. Für den Elektrotransfer der Proteinbanden auf die 
Nitrozellulosemembran wurde eine Stunde bei 300 mA im Rahmen eines 
nassen Transfers (Wet/Tank Blotting System, BioRad) „geblottet“. Im Folgenden 
konnte mit dem Wissen um die Molekülmasse der gesuchten Proteine und 
anhand der sichtbaren Markerbanden die Membran so zugeschnitten werden, 
dass sich der Teil mit der β-Actin-Bande getrennt von den anderen Banden 
(Bax, Bcl-2, Caspase, β-III-Tubulin) mit den entsprechenden Antikörpern 
inkubieren ließ. Dann wurde zunächst mit 5%igem bovinen Serumalbumin in 
TBST geblockt, um freie Bindungsstellen auf der Membran mit Proteinen zu 
überdecken, die nicht von Antikörpern erkannt werden können. Über Nacht 
erfolgte die Inkubation mit dem Erstantikörper bei 4 °C.  
Tabelle III: Ziele der spezifischen Primärantikörper beim Western Blot 





Die Caspase-3 liegt in ihrer inaktiven Form als Procaspase-
3 mit einem Molekulargewicht von ca. 35 kDa vor. In 
apoptotischen Zellen wird dieses Protein in zwei Fragmente 




Bax  proapototisches Protein der Bcl-Familie 20 kDa 
Bcl-2 antiapototisches Protein der Bcl-Familie 28 kDa 
β-III-
Tubulin 
Bestandteil der Mikrotubuli und spezifisch für Neurone. Wird 
nicht von Gliazellen exprimiert, sodass es der 
Unterscheidung von Gliazellen und Neuronen dient. 
Ganglienzell-spezifisch. 
55 kDa 
Verwendet wurden Erstantikörper gegen Caspase-3, Bcl-2, Bax und β-III-
Tubulin sowie jeweils gegen β-Actin (Verdünnung von 1:1000). Das β-Actin 
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wurde nachgewiesen, um später auf eine gemeinsame Bezugsgröße 
normalisieren zu können. Es wird als so genanntes Haushaltsgen bezeichnet, 
bei dem zuvor überprüft wurde, dass es konstitutiv exprimiert wird. Am Folgetag 
erfolgte nach dreimaligem Waschen mit TBST die einstündige Inkubation mit 
dem Zweitantikörper: Anti-Rabbit IgG (H+L), HRP Conjugate, Verdünnung 
1:10.000.  
Zur Visualisierung der Banden wurde das Pierce® ECL Western Blotting 
Substrate (Thermo Scientific) genutzt. Das Luminol-basierte Substrat eignet 
sich zur Detektion der Meerrettich-Peroxidase (horseradish peroxidase, HRP), 
die mit dem Zweitantikörper konjugiert war. Die HRP katalysiert eine Vielzahl 
von Reaktionen, weswegen sie gerne als Markerenzym eingesetzt wird. Hier 
vermittelte sie die Chemolumineszenzreaktion des Luminols. Durch Zugabe der 
Lösung entstand dort, wo ein Zweitantikörper gebunden hatte, ein 
lumineszierender Farbstoff. 
Die Nitrocellulosemembran wurde für zwei Minuten mit Detection Reagent 
inkubiert. Die so behandelte Membran wurde anschließend in einer Film-
kassette platziert und bei unterschiedlichen Belichtungszeiten wurden die 
gewünschten Banden in der Dunkelkammer auf Röntgenfilm übertragen.  
Die Banden der einzelnen Marker konnten aufgrund ihres bekannten 
Molekulargewichts anhand der Marker-Bande identifiziert werden. Um die 
Ergebnisse nicht nur qualitativ sondern auch quantitativ zu erfassen, wurde 
unter Zuhilfenahme der Bildbearbeitungssoftware ImageJ die Intensität der 
Banden erfasst. Alle untersuchten Marker wurden auf das Haushaltsprotein β-
Actin normalisiert, um die Basis für einen Vergleich zu schaffen. Aus den 
jeweils vier Proben zu einer Konzentration für einen Zeitpunkt (n=4) konnten 
anschließend Mittelwert und Standardabweichung errechnet werden. Die wurde 




Zur Beurteilung der zellmorphologischen Veränderungen wurden die Zellen in  
einer Konzentration von 1,75x105 Zellen/Well in 6-Well-Platten ausgesät. Mittels 
des Zeiss inverses Mikroskop Axiovert 135 (Zeiss, Göttingen) wurden 
Phasenkontrastbilder bei 100facher Vergrößerung aufgenommen. Dabei 
wurden pro Konzentration und Inkubationszeitpunkt je vier Bilder aufgenommen 
(n=4). Die Aufnahmen wurden anschließend rein qualitativ beurteilt und 
gegenübergestellt.  
2.2.9 PI-Färbung 
Propidiumiodid ist ein stark basischer Nukleinsäureinterkalator und ein 
fluoreszierendes Molekül mit einem Emissionsmaximum bei 617 nm. Es kann 
die perforierte Zellmembran toter Zellen, nicht jedoch die intakte lebender 
Zellen überwinden, problemlos in den Zellkern eindringen und interagiert dann 
mit der DNA. Es markiert also tote Zellen, die anschließend mittels 
Fluoreszenzmikroskopie erkannt werden können [108].  
Die Zellen wurden für die PI-Färbung in 6-Well-Platten mit einer Dichte von 
1,75x105 Zellen/Well ausgesät. Pro Konzentration TSA wurden vier Wells (n=4) 
vorgesehen. Es folgte die Zugabe von TSA in den gewohnten Konzentrationen 
unter Belassung einer Kontrolle ohne die Zugabe von TSA und die Inkubation 
über die üblichen Zeitpunkte. 
Nun wurde 40 µl Propidium-Iodid-Lösung pro Well hinzu pipettiert und die 
Platten für 15 Minuten im Dunkeln inkubiert. Anschließend wurden Fluoreszenz- 
und Phasenkontrastfotografien am Zeiss inverses Mikroskop Axiovert 135 
(Zeiss, Göttingen) bei 100facher Vergrößerung aufgenommen und qualitativ 
beurteilt. 
2.2.10 Immunfluoreszenz 
Das Prinzip der Immunhistochemie ist es, bestimmte Strukturen, z.B. Proteine 
oder DNA, mithilfe von Farbstoff-gekoppelten Antikörpern sichtbar zu machen. 
Im Falle von fluoreszierenden Farbstoffen spricht man von Immunfluoreszenz. 
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Dies kann direkt, also mit einem spezifischen markierten Antikörper gegen eine 
bestimmte Struktur oder indirekt über einen spezifischen Erstantikörper und 
einen Farbstoff-gekoppelten Zweitantikörper, der gegen den primären 
Antikörper gerichtet ist, erfolgen [109]. 
In diesem Fall wurde die indirekte Immunfluoreszenz zum Nachweis bestimmter 
Ganglienzell- und neuronaler Marker verwendet. Außerdem wurde in jedem Fall 
zusätzlich eine Färbung mit 4′,6-Diamidin-2-phenylindol (DAPI) durchgeführt, 
um die Zellkerne sichtbar zu machen.  
DAPI ist ein Fluoreszenzfarbstoff, der sich v.a. an die AT-reiche kleine Furche 
der DNA anlagert. Er wird deshalb gerne – wie auch hier – zur Kernfärbung 
gebraucht. DAPI emittiert im kurzwelligen (blauen) Bereich des Spektrums des 
sichtbaren Lichts (Emissionsmaximum bei 461 nm), weswegen gleichzeitig 
weitere Fluoreszenzfarbstoffe, wie beispielsweise Alexa 488 mit langwelligeren 
Emissionsmaxima, verwendet werden können, ohne dass es zu Signalüber-
schneidungen kommt. 
Tabelle IV: Ziele der Primärantikörper in der Immunhistochemie  
β-III-Tubulin β-Tubulin ist der Hauptbestandteil der Mikrotubuli. Die Isoform β-III-
Tubulin ist spezifisch für Neurone. Die Expression von β-III-Tubulin ist 
vermutlich eines der frühsten Zeichen für eine neuronale 
Differenzierung. 
Tau Mikrotubuli-assoziiertes Protein, das v.a. in Axonen von Neuronen 
vorkommt  
MAP-2 Mikrotubuli-assoziiertes Protein 2, das der Stabilisierung der 
Mikrotubuli dient, indem es sie mit Intermediärfilamenten und anderen 
Mikrotubuli verbindet 
Bei Ratten/Mäusen: spezifisch für das Zytoskelett von Neuronen, wird 
in Dendriten zur Stabilisierung deren Struktur angereichert  
hNF humanes Neurofilament, Intermediärfilament, das spezifisch nur in 
Neuronen vorkommt 
 
Es erfolgte die Aussaat der RGC-5-Zellen in 24-Well-Platten mit einer Dichte 
von 6x104 Zellen/Well (1,2x105 Zellen/ml). Für jede Antikörperfärbung wurden 
pro Konzentration TSA zwei Wells ausgesät. Im Anschluss wurde bei den fünf 
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bekannten Konzentrationen über die üblichen Zeiträume hinweg inkubiert. Nach 
Absaugen des Mediums wurden die Zellen mit 4%igem Paraformaldehyd für 
zehn Minuten bei Raumtemperatur fixiert und dann mit PBS dreimal für je fünf 
Minuten gewaschen. Durch Inkubation mit 0,1 % Triton-X wurden nun die Zellen 
permeabilisiert und dann mit 4%igem bovinem Serumalbumin für eine Stunde 
geblockt. Über Nacht wurde bei 4 °C mit dem Erstantikörper inkubiert. 
Tabelle V: Verdünnung der Erstantikörper (Immunhistochemie) 
Antikörper Herkunft Verdünnung in 4 % BSA in PBS 
Brn3a goat 1:250 
β-III-Tubulin mouse 1:100 
Tau mouse 1:100 
MAP-2 rabbit 1:250 
hNF goat 1:100 
 
Am nächsten Tag wurde der überschüssige Erstantikörper durch Absaugen und 
dreimaliges Waschen mit PBS für je fünf Minuten entfernt und es folgte die 
Inkubation mit dem korrespondierenden Zweitantikörper für eine Stunde bei 
Raumtemperatur. 
Tabelle VI: Verdünnung der Zweitantikörper (Immunhistochemie) 
Zweitantikörper Verdünnung in 
4 % BSA in PBS 
Alexa 488 donky anti-mouse IgG 1:1000 
Cy3 donky anti-goat 1:2000 
Alexa 488 donky anti-rabbit IgG 1:1000 
 
Nach Ablauf der Inkubationszeit und erneutem dreimaligem Waschen mit PBS 
konnten in jedes Well 500 µl DAPI-Reagenz (1µg/ml) zugegeben werden. Die 
DAPI-Reagenz wurde nach fünfminütiger Inkubationszeit abgezogen und die 
Platten zur mikroskopischen Betrachtung und zum Fotografieren mit PBS 
gefüllt, um die Zellen vor Austrocknung zu schützen.  
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Von den so behandelten Zellen wurden am Fluoreszenzmikroskop (Zeiss 
inverses Mikroskop Axiovert 135) pro Zeitpunkt, Konzentration TSA und 
Antikörper vier Bilder (n=4) bei 200facher Vergrößerung aufgenommen – dabei 
jeweils eines für die DAPI-Kern-Färbung und ein korrespondierendes für die 
Antikörperfärbung. Für jede Färbung wurde immer auch eine Negativkontrolle 
betrachtet, bei der nur mit dem Zweit- aber ohne Erstantikörper inkubiert wurde. 
Auf diesem Wege wäre ein unspezifisches Bindeverhalten des sekundären 
Antikörpers ersichtlich gewesen.  
2.2.11 cDNA-Synthese und quantitative Real-Time-PCR 
Die Mitte der 80er Jahre entwickelte Polymerase-Kettenreaktion (PCR) 
beschreibt ein Verfahren zur Vervielfältigung von Nukleinsäuren in vitro [110]. 
Ziel ist es, definierte DNA-Sequenzen mit Hilfe des Enzyms Taq-Polymerase 
(thermostabile DNA-Polymerase aus dem Bakterium Thermus aquaticus) zu 
amplifizieren, um sie später beispielsweise mittels Southern Blot nachweisen zu 
können [111]. Auch RNA kann indirekt mittels PCR amplifiziert werden, 
nachdem sie in einem zusätzlich vorgeschalteten Schritt in cDNA 
umgeschrieben wurde [112]. Um eine PCR durchführen zu können, muss der 
Ansatz neben der zu untersuchenden Original-DNA-Sequenz, die Taq-
Polymerase, für jeden DNA-Strang einen Primer, der den jeweiligen Beginn des 
Amplikons (in Sense- und Antisense-Richtung) markiert, sowie genügend DNA-
Bausteine (Desoxyribonucleosidtriphosphate) enthalten. Es ist eine gepufferte 
Reaktionslösung, die auch das für die Polymerase essentielle Magnesium 
enthält, notwendig. Die Reaktion findet in einem Thermocycler statt, um für die 
einzelnen Reaktionsschritte die Temperatur optimal regeln zu können [111]. 
Die quantitative Real-Time-PCR (qRT-PCR) als Weiterentwicklung der 
einfachen PCR macht über Zusatz eines Fluoreszenzfarbstoffs zur 
Reaktionslösung zusätzlich eine Quantifizierung der gewonnenen 
Nukleinsäuren möglich. Sie wird über eine Fluoreszenzmessung während eines 
PCR-Zyklus in Echtzeit durchgeführt [113]. Mit der Menge der amplifizierten 
Nukleinsäure-Produkte steigt auch die Fluoreszenz, sodass nach Ablauf 
mehrere Zyklen anhand von Fluoreszenzsignalen bzw. dem Signalanstieg in 
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der exponentiellen Phase (optimale Reaktionsbedingungen) direkt eine 
quantitative Aussage getroffen werden kann [114]. 
Für die qRT-PCR wurden die RGC-5-Zellen in 6-Well-Platten mit einer Dichte 
von 1,75x105 Zellen/Well ausgesät und zu den üblichen Konditionen mit TSA 
inkubiert. Im Anschluss an die TSA-Inkubation erfolgte das Lysieren der Zellen 
und die cDNA-Synthese mithilfe des MultiMACS cDNA Synthesis Kit (Miltenyi 
Biotec). Für bis zu 107 Zellen wurde 1 ml Lyse-Puffer pro Well zugegeben um 
die Zellen vom Plattenboden zu lösen und sie in ein Eppendorf-Gefäß 
überführen zu können. Die Proben wurden für drei Minuten mit dem 
Vortexmischer durchmischt und es wurde durch das mehrfache Aufziehen durch 
eine 25G-Kanüle Scherkräfte auf die DNA ausgeübt, um so die Viskosität des 
Lysats zu reduzieren. Schließlich wurden die Proben drei Minuten bei 6000 xg 
und 4 °C zentrifugiert und der Überstand in frische Eppendorf-Gefäße überführt 
und mit 30µl Oligo(dT) MicroBeads zur magnetischen Markierung der mRNA 
versetzt. Ein Multi-8 Filter wurde mit Lyse/Bindungs-Puffer befeuchtet, auf die 
entsprechende Säule positioniert und das Lysat auf den Filter gegeben. Es 
folgte das Waschen mit 2 x 200µl Lyse/Bindungs-Puffer und nach Entfernen des 
Filters das viermalige Waschen mit Wasch-Puffer und das zweimalige Waschen 
mit Äquilibierungs/Wasch-Puffer. Auf diesem Wege, wurde die magnetisch 
markierte RNA in der Säule zurückgehalten. Anschließend wurde der 
Synthesemix angesetzt (Auflösen des Enzymmix in Resuspensions-Puffer) und 
es wurden je 20 µl davon auf die Säulen pipettiert. Die Synthese erfolgte bei 
42°C über eine Stunde. Anschließend wurde zweimal mit Äquilibierungs/Wasch-
Puffer gewaschen und 20 µl cDNA Release Solution auf die Säule gegeben. 
Dann wurde das Programm erneut für 10 Minuten bei 42°C laufen gelassen. Im 
letzten Schritt wurde nach Zugabe von cDNA Elution Buffer eine 96-Well-Platte 
einsetzen und auf 70°C erhitzt. So konnte die gewonnene cDNA in die neu 
eingesetzte Platte überführt werden. 
Nach Synthese der cDNA wurde die qRT-PCR durchgeführt. Dazu wurden die 
spezifischen Primer für das Haushaltsgen L32, den Ganglienzellmarker Thy-1, 
den Gliazellmarker GFAP und für den Endothelwachstumsfaktor VEGF auf 
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1 µM mit H2O dest. verdünnt (Primer-Stocklösung: 100 µM). Die cDNA wurde 
auf 1ng/µl verdünnt. Für jedes Primerpaar wurde derselbe Reaktionsmix ange-
setzt bestehend aus 1 µl H2O mit 2 µl Primer for und 2 µl Primer rev sowie 10 µl 
Mastermix (Biorad). Von diesem Reaktionsmix wurden 15 µl/Well in eine 96-
Well-Platte vorgelegt und 5 µl cDNA pro Well dazu pipettiert. Nach Versiegeln 
der Platte mit selbstklebender Abdeckfolie wurde eine Minute zentrifugiert 
(5000 rpm). Dann konnte das Programm der qRT-PCR gestartet werden. 
Die PCR lief über insgesamt 45 Zyklen nach folgendem Programm ab:  
- Denaturierung über 15 Minuten bei 95°C: 1 Zyklus  
- Amplifikation: 40 Zyklen  
- Annealing bei 60°C für 30 Sekunden  
- Schmelzkurve mit Hochheizen auf 95°C 
- zwei Minuten konstant bei 60°C 
- Hochheizen mit 0,1°C/Sekunde bis 95°C  
Die Auswertung der Daten erfolgte mit der Biorad-Software (BioRadCFX Mana-
ger 2.0). Zur Berechnung der relativen mRNA-Expression des Zielgens wurde 
nach dem Modell von Pfaffl [115] gearbeitet. Dabei bezieht man sich auf eine 
Kontrollprobe:  
 
Die Effizienz der Primer wurde anhand einer cDNA-Verdünnungsreihe und an-
schließender qRT-PCR über eine Standardkurve ermittelt. 
2.2.12 Statistische Analyse 
Um die Ergebnisse aus den Assays und Western Blots statistisch zu 
überprüfen, folgte die Analyse mittels ANOVA und anschließender post Hoc 
Analyse mittels Tukey-Kramer- bzw. Dunnett-Test (Signifikanzniveau α = 0,05) 
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mit der Statistiksoftware JMP (SAS). So konnte eine Aussage darüber getroffen 
werden, inwieweit die Differenzen zwischen den einzelnen Gruppen (Tukey 
Kramer) und im Bezug zur Kontrolle (Dunnett) als zufällig oder signifikant 
unterschiedlich gewertet werden können. Dabei wurde von folgender gängiger 
Einteilung Gebrauch gemacht: p ≤ 0,05 = signifikant (Irrtumswahrscheinlichkeit 
kleiner als 5 %), p ≤ 0,01= sehr signifikant (Irrrtumswahrscheinlichkeit kleiner 






3.1 Systematik der Versuchsauswertung  
Zunächst wurde die Frage, ob es sich bei RGC-5-Zellen und 661W-Zellen um 
dieselbe Zelllinie handelt oder Unterschiede bestehen, angegangen. Dazu 
wurden beide Zelllinien über 24, 48, 72, 96 und 120 Stunden mit 500 nM TSA 
bzw. 300 nM STS, den als aktuell optimal geltenden Konzentrationen für die 
Differenzierung der RGC-5-Zellen [39, 77, 78], inkubiert. Anschließend wurde 
ihr Verhalten hinsichtlich Stoffwechselaktivität, Zellzahl und Apoptose sowie die 
Expression von bestimmten Markerproteinen wie β-III-Tubulin, Tau und MAP-2 
im Vergleich zur unbehandelten Kontrolle untersucht. In vielen Versuchen 
reagierten RGC-5- und 661W-Zellen ähnlich, unterschieden sich aber dennoch 
in einigen Punkten wesentlich, vor allem bei längeren Inkubationszeiten (s. 
Kapitel 3.2.8). 
Mit der so gewonnenen Erkenntnis, dass sich die beiden Zelllinien zwar ähnlich 
sind aber sich nicht immer gleich verhalten, wurde versucht, die RGC-5-Zelllinie 
mithilfe zweier gängiger Differenzierungsprotokolle nach Schwechter et al. 2007 
und Wood et al. 2010 über einen Zeitraum von fünf Tagen bei Inkubation mit 
verschiedenen Konzentrationen TSA näher zu betrachten. Das Ziel war, her-
auszufinden, ob sich diese Zelllinie doch redifferenzieren lässt und damit für die 
Glaukomforschung weiter verwendbar bleibt. 
3.2 RGC-5-Zellen vs. 661W-Zellen 
3.2.1 Zellmorphologie (Phasenkontrastmikroskopie) 
Unbehandelte RGC-5-Zellen wiesen einen eher länglichen, spindelförmigen 
Zellkörper auf wie es auch bei 661W-Zellen der Fall war. Bereits nach 48 
Stunden hatten die Zellen allerdings so stark proliferiert, dass sie konfluierten 




Bei Inkubation der RGC-5-Zellen mit 500 nM TSA nach dem Schwechter-
Protokoll ließen sich bereits nach 24 Stunden solitär veränderte Zellen 
erkennen, deren Zellkörper runder erschien und die Neuriten ausbildeten. Diese 
Veränderungen hin zu einem eher neuronalen Phänotyp wurden mit 
zunehmender Inkubationszeit deutlicher und zeigten sich nach 96 und 120 
Stunden besonders ausgeprägt. Ferner war eine deutliche Abnahme der 
Zellzahl unter TSA-Behandlung ersichtlich (s. Abbildung 6). 661W-Zellen 
reagierten ebenfalls mit morphologischen Veränderungen zu einem neuronalen 
Phänotyp unter längerfristiger Inkubation mit TSA, allerdings wesentlich 
schwächer. Die ausgebildeten Neuriten waren weniger und kürzer und 
insgesamt ließen sich offensichtlich weniger Zellen pro Gesichtsfeld 
differenzieren. Außerdem war der Zelluntergang unter Inkubation mit TSA so 
dominierend, dass bei Inkubation nach dem Schwechter-Protokoll über fünf 
Tage kaum lebende Zellen übrig waren (s. Abbildung 7).  
Bei Differenzierung der RGC-5-Zellen nach Wood konnten zellmorphologische 
Veränderungen schlecht beurteilt werden, da die Zellen durch die 24stündige 
Vorbehandlung bereits so stark proliferierten, dass sie konfluierten. Es zeigte 
sich hier ein vermehrter Zelluntergang bei Kontrollzellen und auch bei TSA-
behandelten RGC-5-Zellen nach 120 Stunden (s. Abbildung 8). Die Zellzahl der 
661W-Zellen blieb bei Inkubation nach Wood bedingt durch die Vorbehandlung 
etwas höher als bei Inkubation nach Schwechter, knickte allerdings bei längeren 
Inkubationszeiten ebenfalls deutlich ein, sodass auch hier der Zelluntergang 
dominierte (s. Abbildungen 9). 
661W- und RGC-5-Zellen reagierten also tendenziell ähnlich auf Differenzierung 
mit TSA, unterscheiden sich aber v.a. nach längerfristiger Inkubation deutlich 
voneinander. Während RGC-5-Zellen eine vielversprechende neuronale 
Differenzierung nach vier bis fünf Tagen erkennen ließen, überwog bei 661W-
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Abbildung 6: Phasenkontrastmikroskopie bei RGC-5 mit TSA nach Schwechter 
Gezeigt sind repräsentative Phasenkontrastbilder der Zellen bei 100facher Vergrößerung. Bei 
Behandlung der RGC-5-Zelllinie mit TSA nach Schwechter begann bereits nach 48 Stunden 
Inkubation eine deutliche Differenzierung hin zu einem neuronalen Phänotyp mit Entwicklung 
eines eher runden Zellkörpers und Ausbildung multipler, langer Neuriten. Besonders deutlich 
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Abbildung 7: Phasenkontrastmikroskopie bei 661W mit TSA nach Schwechter 
Gezeigt sind repräsentative Phasenkontrastaufnahmen der Zellen bei 100facher Vergrößerung. 
Bei Differenzierung der 661W-Zellen mit TSA nach Schwechter war anfänglich vereinzelt eine 
Differenzierung zu einem neuronalen Phänotyp erkennbar, allerdings überwog bei 
Inkubationszeiten über 72 Stunden der zytotoxische Effekt des TSA und es kam zu einem 
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Abbildung 8: Phasenkontrastmikroskopie bei RGC-5 mit TSA nach Wood 
Gezeigt sind repräsentative Phasenkontrastbilder der Zellen bei 100facher Vergrößerung. 
Wurden RGC-5-Zellen nach Wood mit TSA inkubiert, ließ sich aufgrund der starken 
Zellproliferation bedingt durch die eintägige Vorbehandlung kaum eine Aussage hinsichtlich der 
Zellmorphologie bei einzelnen Zellen machen. Insgesamt war aber eine neuronale 




Abbildung 9: Phasenkontrastmikroskopie bei 661W mit TSA nach Wood 
Gezeigt sind repräsentative Phasenkontrastaufnahmen der Zellen bei 100facher Vergrößerung. 
Bei Inkubation der 661W-Zellen mit TSA nach Wood ließ sich nach 48 Stunden eine leichte 
Formveränderung im Sinne von Neuritenwachstum erkennen, die allerdings nicht zeitabhängig 
zunahm. Ferner erkannte man das eindeutige Zugrundegehen der Zellen unter TSA-Inkubation.  
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3.2.2 Expression von Thy-1, VEGF und GFAP (qRT-PCR) 
Die Inkubation mit 500 nM TSA nach Schwechter über 120 Stunden zog bei 
beiden Zelllinien keinerlei Veränderungen hinsichtlich der Expression von Thy-1 
nach sich. Durch 120stündige Differenzierung mit 500 nM TSA nach Wood 
verdoppelte sich allerdings die Thy-1-mRNA-Expression bei RGC-5-Zellen 
gegenüber der Kontrolle (p=0,0028). Bei 661W-Zellen unterschied sich die Thy-
1-Expression im Rahmen beider Protokolle nicht signifikant von der der 
Kontrollzellen (s. Abbildung 10). Die CT-Werte der qRT-PCR zeigten, dass der 
Ganglienzellmarker Thy-1 im Rahmen beider Differenzierungsprotokolle bei 
RGC-5-Zellen viel früher detektierbar war als bei 661W-Zellen (bei RGC-5-
Zellen durchschnittlich bei CT-Werten von 30, bei 661W-Zellen bei CT-Werten 
von 35). Die relative VEGF-mRNA-Expression wurde durch Inkubation mit 
500 nM nicht beeinflusst und der Gliazellmarker GFAP war bei RGC-5- und 
661W-Zellen im Rahmen beider Protokolle negativ (Daten nicht gezeigt).  
 
Abbildung 10: Relative mRNA-Expression von Thy-1 bei RGC-5 und 661W 
Die Grafik zeigt die relative Expressionserhöhung bzw. -erniedrigung der Thy-1-mRNA bezogen 
auf eine unbehandelte Kontrolle nach 120stündiger Inkubation mit 500 nM TSA im Rahmen 
beider Differenzierungsprotokolle. Mit Hilfe der Formel nach Pfaffl et al. 2001 (ΔΔ CT-Formel) 
wurden die CT-Werte des Markers in Relation zur Kontrolle gesetzt wobei als interner Standard 
das Haushaltsgen L32 diente. Die Daten sind als Mittelwert ± Standardabweichung angegeben 
mit ** = p ≤ 0,01 als signifikant unterschiedlich zur Kontrolle. Alle Versuche wurden vierfach 
durchgeführt (n=4). Während sich bei Inkubation nach Schwechter keine Expressionserhöhung 
gegenüber der Kontrolle zeigte, stieg bei Behandlung nach Wood bei RGC-5-Zellen die Thy-1-
Expression nach 120 Stunden signifikant um den Faktor 2 an (p=0,0028). Bei 661W-Zellen war 





Unbehandelte 661W- und RGC-5-Zellen waren nur vereinzelt positiv für den 
neuronalen Marker β-III-Tubulin. Unter TSA-Behandlung zeigten RGC-5-Zellen 
im Rahmen des Schwechter-Protokolls stets eine vermehrte β-III-Tubulin-
Expression, besonders nach 72 bis 120 Stunden. Auch bei Inkubation nach 
Wood waren v.a. nach Langzeitinkubation mehr Zellen positiv für β-III-Tubulin 
als bei den Kontrollzellen. Wurden 661W-Zellen mit 500 nM TSA behandelt, war 
im Rahmen des Schwechter-Protokolls eher bei kurzen Inkubationszeiten ein β-
III-Tubulin-Anstieg erkennbar, während sich nach 120stündiger Inkubation kein 
Unterschied zur Kontrolle zeigte. Bei Inkubation nach Wood zeigten behandelte 
661W-Zellen zu keinem Zeitpunkt eine vermehrte Expression (s. Abbildungen 
11 und 12). 
3.2.3.2 Western Blot 
Bei Inkubation nach Schwechter stieg bei RGC-5-Zellen die β-III-Tubulin-
Expression innerhalb der ersten Tage. Vor allem bei Inkubation über 96 und 
120 Stunden war eine gesteigerte Expression zu messen bis zu einem 
Maximum nach 120 Stunden mit einer Steigerung um mehr als das Doppelte. 
Bei Inkubation nach Wood konnte ebenfalls ein zeitabhängiger Anstieg der 
Expression bis auf das 2,5fache nach 120 Stunden (p < 0,001) beobachtet 
werden. Die 661W-Zellen verhielten sich anders. Bei Behandlung nach 
Schwechter zeigten sie nach einem anfänglichen Expressionsanstieg einen 
zeitabhängigen Abfall der β-III-Tubulin-Expression bis sich behandelte Zellen 
nach 120 Stunden nicht mehr von der Kontrolle unterschieden. Bei 
Differenzierung nach Wood war die β-III-Tubulin-Expression nur nach 24 
Stunden schwach erhöht, lag zu allen anderen Zeitpunkten aber unter der der 
Kontrolle oder unterschied sich nicht von dieser. Während also bei RGC-5-
Zellen unter vier- bzw. fünftägiger TSA-Inkubation die Expression gegenüber 
der Kontrolle deutlich gesteigert werden konnte, blieb dieser Effekt bei 661W 




Abbildung 11: β-III-Tubulin-Expression bei RGC-5 und 661W mit TSA nach Schwechter 
Gezeigt sind repräsentative fluoreszenzmikroskopische Aufnahmen bei 200facher Vergrößer-
ung sowie korrespondierende Aufnahmen mit der DAPI-Kernfärbung. Bei Behandlung der 
Zellen nach Schwechter zeigten RGC-5-Zellen immer eine vermehrte β-III-Tubulin-Expression, 
v.a. nach Langzeitinkubation. 661W-Zellen verstärkten ihre Expression zu Beginn leicht, 
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Abbildung 12: β-III-Tubulin-Expression bei RGC-5 und 661W mit TSA nach Wood 
Gezeigt sind repräsentative fluoreszenzmikroskopische Aufnahmen bei 200facher Vergrößer-
ung sowie korrespondierende Aufnahmen mit der DAPI-Kernfärbung. Bei Inkubation nach 
Wood reagierten RGC-5-Zellen mit einer verstärkten β-III-Tubulin-Expression wenn sie länger 
als 72 Stunden inkubiert wurden, während bei 661W-Zellen zu keinem Zeitpunkt eine 
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Abbildung 13:  β-III-Tubulin-Expression bei RGC-5 und 661W mit TSA 
A-D zeigen repräsentative Western-Blot-Banden für β-III-Tubulin (55 kDa) und Actin (45 kDa) 
zu den jeweiligen Zeitpunkten. E und F bilden die daraus errechnete Expression quantitativ ab, 
wobei die Daten als Mittelwert ± Standardabweichung angegeben sind, mit *** = p ≤ 0,001, ** = 
p ≤ 0,01, * = p ≤ 0,05 als signifikant unterschiedlich zur Kontrolle. Jeder Versuch wurde vierfach 
durchgeführt (n=4). Bei kurzer Inkubation nach Schwechter reagierten 661W-Zellen mit einer 
deutlich erhöhten β-III-Tubulin-Expression, RGC-5-Zellen nur mit einer mäßigen Erhöhung. Bei 
beiden Protokollen unterschieden sich 661W-Zellen nach Langzeitinkubation kaum von Kont-









Abbildung 14: MAP-2-Expression bei RGC-5 und 661W nach Schwechter und Wood 
Gezeigt sind repräsentative fluoreszenzmikroskopische Aufnahmen bei 200facher Vergrößer-
ung für 24 und 96 Stunden Inkubationszeit sowie die korrespondierenden mit der DAPI-
Kernfärbung aufgenommenen Bilder. Unbehandelte RGC-5- und 661W-Zellen waren nur 
schwach oder gar nicht positiv für MAP-2. Durch Inkubation mit 500 nM TSA nach Schwechter 
ließ sich v.a. nach 96 und 120 Stunden bei beiden Zelllinien die Expression steigern. Bei 
Inkubation nach Wood stieg die MAP-2-Expression bei RGC-5-Zellen durch Langzeitinkubation 
mit 500 nM TSA deutlich stärker als bei 661W-Zellen. Bei 661W-Zellen imponierte v.a. bei 





Abbildung 15: Tau-Expression bei RGC-5 und 661W nach Schwechter und Wood 
Gezeigt sind repräsentative fluoreszenzmikroskopische Aufnahmen bei 200facher Vergrößer-
ung für 24 und 96 Stunden Inkubationszeit sowie die korrespondierenden mit der DAPI-
Kernfärbung aufgenommenen Bilder. Mit 500 nM differenzierte Zellen exprimierten zwar mehr 
Tau als entsprechende Kontrollzellen aber nach Langzeitinkubation nicht wesentlich mehr als 
nach 24 Stunden. Tendenziell ließen sich nach dem Schwechter-Protokoll inkubierte 661W-
Zellen nach 96 Stunden etwas stärker anfärben als unter gleichen Bedingungen kultivierte 





3.2.4 Expression neuronaler Marker  
Das Expressionsprofil des neuronalen Markers MAP-2 unterschied sich bei 
beiden Zelllinien nicht wesentlich voneinander. Während unbehandelte RGC-5- 
und 661W-Zellen stets negativ waren, exprimierten behandelten Zellen v.a. 
nach 72 und 96 Stunden vermehrt MAP-2. RGC-5- und 661W-Zellen 
unterschieden sich nur hinsichtlich der Zellzahl. Bei 661W-Kulturen waren nach 
Langzeitinkubation mit TSA v.a. im Rahmen des Schwechter-Protokolls kaum 
lebende Zellen übrig (s. Abbildung 14). 
Bei der Expression des Tau-Proteins verhielt es sich ähnlich. Tendenziell ließen 
sich nach dem Schwechter-Protokoll inkubierte 661W-Zellen nach 72 und 96 
Stunden etwas stärker anfärben als unter gleichen Bedingungen kultivierte 
RGC-5-Zellen (s. Abbildung 15). 
3.2.5 Programmierter Zelltod 
3.2.5.1 Caspase-3/7-Assay nach Inkubation mit TSA 
Tendenziell entsprachen sich RGC-5-Zellen und 661W-Zellen in ihrem 
Apoptoseverhalten bei Behandlung mit 500 nM TSA. Bis zu einer 
Inkubationszeit von 48 Stunden überstieg die Caspase-3/7-Aktivität bei 
Behandlung mit TSA die der Kontrolle. Der Anstieg war bei der 661W-Zelllinie 
deutlich stärker als bei RGC-5-Zellen. Bei Langzeitinkubation war die Caspase-
3/7-Aktivität sowohl bei RGC-5- als auch bei 661W-Zellen unter TSA-
Behandlung gegenüber der Kontrolle deutlich erniedrigt, unabhängig vom 
angewendeten Protokoll. Die geringste apoptotische Aktivität war bei RGC-5-
Zellen unter Anwendung des Schwechter-Protokolls nach 96 und 120 Stunden 
Inkubation messbar (s. Abbildung 16). 
Insgesamt reagierten RGC-5-Zellen in den ersten Inkubationstagen also nicht 
so stark mit Apoptose wie 661W-Zellen und unter Langzeitinkubation sank ihre 
Caspase-3/7-Aktivität deutlicher als bei 661W-Zellen. 
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Abbildung 16: Caspase-3/7-Assay bei RGC-5 und 661W mit TSA 
A-D zeigen die Caspase-3/7-Aktivitäten bei mit TSA differenzierten RGC-5- und 661W-Zellen im 
Verhältnis zu der der Kontrollzellen (Kontrolle=1). Die Daten sind als Mittelwert ± 
Standardabweichung angegeben, mit *** = p ≤ 0,001, ** = p ≤ 0,01, * = p ≤ 0,05 als signifikant 
unterschiedlich zur Kontrolle. Alle Versuche wurden sechsmal durchgeführt (n=6). RGC-5- und 
661W-Zellen reagierten ähnlich auf Behandlung mit 500 nM TSA. Nach ein- bis zweitägiger 
Inkubation stieg die Caspase-3/7-Aktivität gegenüber der Kontrolle an, v.a. massiv bei 661W-
Zellen bei denen das Wood-Protokoll angewandt wurde. Bei längeren Inkubationszeiten sank 
die Aktivität gegenüber der Kontrolle, besonders unter Differenzierung nach Schwechter.  
 
3.2.5.2 Caspase-3/7-Assay nach Inkubation mit Staurosporin 
Die Differenzierung mit 300 nM STS rief bei beiden Zelllinien einen ähnlichen 
Effekt hinsichtlich des Apoptoseverhaltens hervor wie die Behandlung mit 500 
nM TSA: Ein Anstieg der Caspase-3/7-Aktivität in der ersten zwei Inkubations-
tagen und ein Absinken gegenüber der Kontrollwerte bei längerer Inkubation. 
Minimale Caspase-3/7-Aktivitäten resultierten bei 661W-Zellen nach 120 






Abbildung 17: Caspase-3/7-Assay bei RGC-5 und 661W mit TSA und STS 
A und B zeigen die Caspase-3/7-Aktivitäten bei mit TSA und mit STS differenzierten RGC-5- 
und 661W-Zellen im Verhältnis zu dem der Kontrollzellen (Kontrolle=1). Die Daten sind als 
Mittelwert ± Standardabweichung angegeben, mit *** = p ≤ 0,001, ** = p ≤ 0,01, * = p ≤ 0,05 als 
signifikant unterschiedlich zur Kontrolle und 
###
 = p ≤ 0,001 als signifikant unterschiedlich zu 
Behandlung mit TSA. Alle Versuche wurden sechsmal durchgeführt (n=6). Innerhalb der ersten 
Inkubationstage reagierten vor allem 661W-Zellen auf TSA-Behandlung empfindlich mit 
vermehrter Caspase-3/7-Aktivität während bei RGC-5-Zellen zwar erhöhte Absorptionen bei 
inkubierten Zellen gemessen werden konnten, aber kein signifikanter Unterschied hinsichtlich 
TSA- und STS-Inkubation in diesem Zeitraum erkennbar war. Später sank die gemessene 
Absorption der behandelten Zellen relativ zur Kontrolle wobei mit STS inkubierte Zellen stets 
eine geringere Caspase-3/7-Aktivität aufwiesen als mit TSA behandelte Zellen.  
 
RGC-5-Zellen nach 96 Stunden (20 % der Kontrolle, p < 0,001). Die 
gemessenen Werte der STS-behandelten Zellen lagen immer unter den 






3.2.5.3 Gespaltene Caspase-3/Caspase-3-Verhältnis 
Wurden RGC-5-Zellen mit 500 nM nach Schwechter inkubiert, verdoppelte sich 
das Gespaltene-Caspase-3/Caspase-3-Verhältnisses nach 24 Stunden, über-
traf aber zu späteren Zeitpunkten nie das der Kontrollzellen. Am kleinsten war 
der Quotient nach 72 und 120 Stunden. Bei Inkubation der 661W-Zellen nach 
Schwechter zeigten sich meist keine Unterschiede zur Kontrolle.  
Bei Inkubation nach Wood zeigten beide Zelllinien einen Anstieg des 
Quotienten in den ersten Behandlungstagen und einen Abfall nach 
Langzeitinkubation. Der Anstieg in den ersten 48 Stunden war bei RGC-5-
Zellen deutlicher als bei 661W-Zellen (über 2fache Steigerung 24 Stunden, p < 
0,001), der Abfall unter Langzeitinkubation allerdings ebenfalls. Ein minimales 
Gespaltene-Caspase-3/Caspase-3-Verhältnisses resultierte bei RGC-5-Zellen 
nach 120 Stunden (20 %, p < 0,001). Die erfassten Veränderungen waren 
dabei immer durch verstärkte oder abgeschwächte Banden der gespaltenen 
Caspase-3 zu erklären (s. Abbildungen 18 und 19). 
3.2.5.4 Bax/Bcl-2-Verhältnis 
Nach Schwechter behandelte RGC-5-Zellen zeigten zeitabhängige 
Schwankungen des Bax/Bcl-2-Verhältnises: Während sie sich nach 24 und 72 
Stunden kaum von den Kontrollzellen unterschieden, stieg der Bax/Bcl-2-
Quotient nach 48 Stunden auf knapp das 3,5fache und nach 96 und 120 
Stunden auf das 1,3fache der Kontrolle. 661W-Zellen reagierten dezenter. Sie 
zeigten kaum Abweichungen von der Kontrolle, bis auf leicht erhöhte Werte 
nach 48 Stunden und leicht erniedrigte Werte nach 72.  
Die RGC-5-Zellen reagierten bei Inkubation nach Wood nach 48 und 72 
Stunden mit einem diskreten Anstieg des Quotienten um rund 20 % und nach 
120 Stunden mit einem deutlichen Abfall auf 53 % (p < 0,001). Bei 661W-Zellen 
zeigten sich bis auf einen leichten Abfall des Bax/Bcl-2-Verhältnisses nach 72 
und 120 Stunden kaum Abweichungen von der Kontrolle. Veränderungen 
waren stets durch einen Abfall oder Anstieg des Bcl-2-Proteins bedingt (s. 
Abbildungen 20 und 21). 
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Abbildung 18: Gespaltene-Caspase-3/Caspase-3-Verhältnis bei RGC-5 und 661W nach 
Schwechter 
A zeigt repräsentative Western-Blot-Banden für die Marker Caspase-3 (35 kDa) und gespaltene 
Caspase-3 (17 und 19 kDa) sowie für das Haushaltsprotein Actin (45 kDa). B bildet die daraus 
errechnete Expression quantitativ ab, wobei die Daten als Mittelwert ± Standardabweichung 
angegeben sind, mit *** = p ≤ 0,001, ** = p ≤ 0,01, * = p ≤ 0,05 als signifikant unterschiedlich zur 
Kontrolle. Alle Versuche wurden vierfach durchgeführt (n=4). Im Rahmen des Schwechter-
Protokolls stieg bei kurzen Inkubationszeiten (24 und 48 Stunden) bei RGC-5-Zellen zunächst 
das Verhältnis von gespaltener Caspase-3 zu Caspase-3 an, um dann nach 72, 96 und 120 
Stunden relativ zum dem der Kontrolle zu fallen. 661W-Zellen unterschieden sich nicht von 
Kontrollzellen bis auf einen leichten Abfall des Gespaltene-Caspase-3/Caspase-3-Quotienten 
nach 72 Stunden. Veränderungen waren auf eine sinkende oder steigende Gespaltene-
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Abbildung 19: Gespaltene-Caspase-3/Caspase-3-Verhältnis bei RGC-5 und 661W nach Wood 
A zeigt repräsentative Western-Blot-Banden für die Marker Caspase-3 (35 kDa) und gespaltene 
Caspase-3 (17 und 19 kDa) sowie für das Haushaltsprotein Actin (45 kDa). B bildet die daraus 
errechnete Expression quantitativ ab, wobei die Daten als Mittelwert ± Standardabweichung 
angegeben sind, mit *** = p ≤ 0,001, ** = p ≤ 0,01, * = p ≤ 0,05 als signifikant unterschiedlich zur 
Kontrolle. Alle Versuche wurden vierfach durchgeführt (n=4). Bei 24 und 48 Stunden stieg bei 
Inkubation nach Wood bei beiden Zelllinien zunächst das Verhältnis von gespaltener Caspase-3 
zu Caspase-3 an, nach 96 und 120 Stunden fiel es relativ zum dem der Kontrolle. Bei dreitägi-
ger Inkubation bestand kein Unterschied zu den unbehandelten Zellen. Tendenziell reagierten 
RGC-5-Zellen stärker und eine Veränderung war immer auf eine sinkende oder steigende Ge-
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Abbildung 20: Bax/Bcl-2-Verhältnis bei RGC-5 und 661W mit TSA nach Schwechter 
A zeigt repräsentative Western-Blot-Banden für die Marker Bax (20 kDa) und Bcl-2 (28 kDa) 
sowie für das Haushaltsprotein Actin (45 kDa). B bildet die daraus errechnete Expression quan-
titativ ab, wobei die Daten als Mittelwert ± Standardabweichung angegeben sind, mit *** = p ≤ 
0,001, ** = p ≤ 0,01, * = p ≤ 0,05 als signifikant unterschiedlich zur Kontrolle. Alle Versuche 
wurden vierfach durchgeführt (n=4). Bei Inkubation mit 500 nM TSA nach Schwechter zeigten 
RGC-5-Zellen ein erhöhtes Bax/Bcl-2-Verhältnis, außer bei 72stündiger Inkubation, bei der sie 
sich nicht von Kontrollzellen unterschieden. 661W-Zellen unterschieden sich nur nach 48 Stun-
den mit einem leichten Anstieg und nach 72 Stunden mit einem leichten Abfall des Bax/Bcl-2-
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Abbildung 21: Bax/Bcl-2-Verhältnis bei RGC-5 und 661W mit TSA nach Wood 
A zeigt repräsentative Western-Blot-Banden für die Marker Bax (20 kDa) und Bcl-2 (28 kDa) 
sowie für das Haushaltsprotein Actin (45 kDa). B bildet die daraus errechnete Expression quan-
titativ ab, wobei die Daten als Mittelwert ± Standardabweichung angegeben sind, mit *** = p ≤ 
0,001, ** = p ≤ 0,01, * = p ≤ 0,05 als signifikant unterschiedlich zur Kontrolle. Alle Versuche 
wurden vierfach durchgeführt (n=4). Bei RGC-5-Zellen, stieg das Bax/Bcl-2-Verhältnis nach 
zwei bzw. drei Tagen Inkubation nach Wood zunächst, um nach 120 Stunden stark auf nur 
noch 20 % der Kontrolle zu fallen. 661W-Zellen reagierten in den ersten Behandlungstagen nur 
schwach auf TSA, zeigten aber nach 72 und 120 Stunden Inkubationszeit ein sinkendes 
Bax/Bcl-2-Verhältnis auf bis zu 80 % der Kontrolle. Für Schwankungen verantwortlich war v.a. 
eine vermehrte oder verminderte Bcl-2-Expression. 
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Abbildung 22: MTS-Test an RGC-5 und 661W mit TSA 
A-D zeigen die Stoffwechselaktivität bei mit 500 nM TSA differenzierten RGC-5- und 661W-
Zellen im Verhältnis zur Kontrolle (Kontrolle=1). Die Daten sind als Mittelwert ± Standardabwei-
chung angegeben, mit *** = p ≤ 0,001, ** = p ≤ 0,01, * = p ≤ 0,05 als signifikant unterschiedlich 
zur Kontrolle. Alle Versuche wurden sechsmal durchgeführt (n=6). Differenzierte RGC-5-Zellen 
zeigten zuerst abfallende Werte. Nach 120 Stunden erreichen sie allerdings eine maximale 
Stoffwechselaktivität mit Steigerung um den Faktor 2,3 (Schwechter-Protokoll) bzw. 2,5 (Wood-
Protokoll). Bei 661W-Zellen blieb dieser Anstieg der Stoffwechselaktivität aus. Sie reagierten 
empfindlich mit sinkenden Werten bei Langzeitinkubation nach dem Wood-Protokoll.  
3.2.6 Vitalität der Zellen (MTS-Test) 
3.2.6.1 Behandlung mit 500 nM TSA 
Bei differenzierten RGC-5-Zellen lagen alle gemessenen Absorptionen etwa 
gleich weit unter den Kontrollwerten mit Ausnahme der 120-Stunden-Werte, die 
unter Anwendung beider Protokolle einen starken Anstieg gegenüber der 
Kontrolle zeigten. Bei 661W-Zellen blieb diese Vitalitätssteigerung nach 
Langzeitinkubation aus. Sie reagierten v.a. bei langer Inkubation nach dem 
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Abbildung 23: MTS-Test an RGC-5 und 661W mit TSA und STS 
A und B zeigen die Stoffwechselaktivität bei mit TSA und STS differenzierten RGC-5- und 
661W-Zellen im Verhältnis zur Kontrolle (Kontrolle=1). Die Daten sind als Mittelwert ± Stan-
dardabweichung angegeben, mit *** = p ≤ 0,001, ** = p ≤ 0,01, * = p ≤ 0,05 als signifikant unter-
schiedlich zur Kontrolle und 
# # #
 = p ≤ 0,001, 
# #
 = p ≤ 0,01 signifikant unterschiedlich zur TSA-
Behandlung. Die Versuche wurden sechsfach durchgeführt (n=6). Es kam grundsätzlich zu 
einer ähnlichen Reaktion unter Anwendung der zwei Agenzien. Allerdings wiesen mit STS diffe-
renzierte Zellen stärker fallende Absorptionen auf und der Vitalitätsanstieg nach 120 Stunden 
war nur bei mit TSA inkubierten RGC-5-Zellen erkennbar, nicht unter STS-Inkubation.  
 
3.2.6.2 Behandlung mit 300 nM STS 
Prinzipiell reagierten beide Zelllinien ähnlich auf 300 nM STS wie auf 500 nM 
TSA. Allerdings war die Stoffwechselaktivität stets etwas geringer als bei den 
TSA-behandelten Zellen und der bei RGC-5-Zellen beobachtete Vitalitäts-
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Abbildung 24: Kristallviolettfärbung bei RGC-5 und 661W mit TSA 
A-D zeigen die durch Kristallviolettfärbung und anschließende Absorptionsmessung ermittelte 
Zellzahl bei mit TSA differenzierten RGC-5- und 661W-Zellen im Verhältnis zu der der Kontrolle 
(Kontrolle=1). Die Daten sind als Mittelwert ± Standardabweichung angegeben, mit *** = p ≤ 
0,001, ** = p ≤ 0,01, * = p ≤ 0,05 als signifikant unterschiedlich zur Kontrolle. Alle Versuche 
wurden sechsfach durchgeführt (n=6). Bei beiden Zelllinien kam es zu einem zeitabhängigen 
Abfall der Zellzahl. 661W-Zellen reagierten mit einem stärkeren Abfall der Zellanzahl als RGC-
5-Zellen, v.a. bei längeren Inkubationszeiten und unter Einsatz des Schwechter-Protokolls.  
 
3.2.7 Zellzahl (Kristallviolettfärbung) 
3.2.7.1 Behandlung mit 500 nM TSA 
Wurden die RGC-5-Zellen mit 500 nM TSA inkubiert, zeigte sich im Vergleich 
zur Kontrolle zu jedem Zeitpunkt ein signifikanter Abfall der Kristallviolett-
Absorption, der bei Langzeitinkubation und unter Einsatz des Schwechter-
Protokolls am deutlichsten war. Die 661W-Zellen verhielten sich im Vergleich 
ähnlich, der Zellanzahlverlust war jedoch bei längerer Inkubation ausgeprägter 
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Abbildung 25: Kristallviolettfärbung bei RGC-5 und 661W mit TSA und STS 
A und B zeigen die Zellzahl bei mit TSA und STS differenzierten RGC-5- und 661W-Zellen im 
Verhältnis zur Kontrolle (Kontrolle=1). Die Daten sind als Mittelwert ± Standardabweichung 
angegeben, mit *** = p ≤ 0,001, ** = p ≤ 0,01, * = p ≤ 0,05 als signifikant unterschiedlich zur 
Kontrolle und 
# # #
 = p ≤ 0,001, 
# #
 = p ≤ 0,01, 
#
 = p ≤ 0,05  signifikant unterschiedlich zur TSA-
Behandlung. Alle Versuche wurden sechsfach durchgeführt (n=6). 300 nM STS und 500 nM 
TSA wirkten sich tendenziell gleich auf die Zellanzahl aus. Unabhängig vom angewandten 
Protokoll sank unter Einsatz beider Agenzien mit steigender Inkubationszeit die Zellzahl. 
 
3.2.7.2 Behandlung mit 300 nM STS 
Die Zellen reagierten ähnlich, wenn sie mit 300 nM Staurosporin statt mit 
500 nM TSA inkubiert wurden. Nur nach 120 Stunden Inkubationszeit stieg die 
Zellzahl bei differenzierten RGC-5-Zellen gegenüber dem viertägigen 
Inkubationszeitraum wieder leicht an wenn mit TSA behandelt wurde, was bei 
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3.2.8 Zusammenfassung der Unterschiede zwischen RGC-5 und 661W 
RGC-5 und 661W-Zellen ähneln sich unter Differenzierungsbedingungen mit 
500 nM TSA, unterscheiden sich allerdings auch in wesentlichen Punkten (s. 
Tabelle VII).  
Tabelle VII: Unterschiede zwischen RGC-5- und 661W-Zellen 
Zelllinie RGC-5 661W 
Morphologie 
& Zellzahl 
deutliche Differenzierung zu ei-
nem neuronalen Phänotyp v.a. 
bei Inkubation länger 72 Stunden 
Konstante Zellzahlen bei Lang-
zeitinkubation nach Wood 
mäßige Differenzierung zu einem 
neuronalen Phänotyp  bei Inku-
bation länger 72 Stunden 
Zelluntergang bei langen Inkuba-
tionszeiten 
Vitalität prinzipiell Vitalitätsabfall, aber 
Steigerung der Vitalität um mehr 
als das Doppelte am 120-
Stundenzeitpunkt 
prinzipiell Vitalitätsabfall, bis auf 
einen leichten Anstieg nach 48 






relative Steigerung der mRNA-
Expression von Thy-1 nach 120 
Stunden Inkubation mit 500 nM 
TSA nach Wood 
sehr starke zeitabhängige Stei-
gerung der β-III-Tubulin-Ex-
pression mit Maxima bei 96 und 
120 Stunden  
die mRNA-Expression von Thy-1 
konnte durch Inkubation mit 
500 nM TSA nicht signifikant ge-
steigert werden  
nur minimale Steigerung der β-
III-Tubulin-Expression innerhalb 
der ersten 48 Stunden, kein An-
stieg nach Langzeitinkubation 
Apoptose 
 
Caspase-3/7-Assay: Anstieg der 
Caspase-3/7-Aktivität innerhalb 
der ersten 48 Stunden, Abfall bei 
Langzeitinkubation  
 
Caspase-3/7-Assay: Anstieg der 
Caspase-3/7-Aktivität innerhalb 
der ersten 48 Stunden, Abfall bei 
längerer Inkubation. Weder An-
stieg noch Abfall so ausgeprägt 




Zelllinie RGC-5 661W 
Apoptose Gespaltene Caspase-3/Caspase-
3:  in den ersten 48 Stunden An-




3:  tendenziell wie RGC-5 aber 
nicht so deutlich, bei Differenzie-
rung nach Schwechter sogar 
keine Veränderungen gegenüber 
Kontrollzellen 
Bax/Bcl-2: Abfall nach 120 Stun-
den (Wood-Protokoll), sonst zeit-
abhängige Schwankungen 
Bax/Bcl-2: Abfall nach 72 Stun-
den (beide Protokolle), sonst 
zeitabhängige Schwankungen 
 
Wurde TSA durch 300 nM STS ersetzt, fiel die Reaktion beider Zelllinien 
ähnlich aus. Der Effekt auf die Zellzahl war vergleichbar aber die Caspase-3/7-
Aktivität war unter STS-Behandlung etwas geringer. Der bei RGC-5-Zellen 
erzielte Vitalitätsanstieg nach 120 Stunden Inkubation konnte nur durch TSA-




3.3 Vergleich der Differenzierungsprotokolle  
Infolge der Feststellung, dass RGC-5-Zellen unter Differenzierungsbedingungen 
anders reagieren als 661W-Zellen, wurde die Auswirkung der beiden 
Differenzierungsprotokolle nach Schwechter und Wood auf das Verhalten der 
RGC-5-Zellen bei TSA- Inkubation ausführlich untersucht.  
3.3.1 Zellmorphologie (Phasenkontrastmikroskopie) 
Unbehandelte RGC-5-Zellen wiesen einen spindelförmigen Zellkörper auf und 
teilten sich ungefähr alle 20 Stunden, sodass sie nach spätestens 72 Stunden 
konfluierten, im Falle des Wood-Protokolls aufgrund der eintägigen 
Vorbehandlung sogar früher. Bei Differenzierung nach Schwechter veränderten 
sich RGC-5-Zellen bereits nach 24stündiger Inkubation bei allen 
Konzentrationen leicht. Ihr Soma begann sich abzurunden und einzelne 
Neuriten sprossen aus. Diese Formveränderung hin zu einem neuronalen 
Phänotyp war auch zu allen späteren Zeitpunkten zu beobachten, besonders 
bei Behandlung mit 500 oder 2000 nM. Neben diesen morphologischen 
Veränderungen war ein Abfall der Zellzahl über längere Inkubationszeiträume 
mit hohen TSA-Konzentrationen zu bemerken. Nach fünftägiger Inkubation mit 
2000 nM TSA waren kaum lebende Zellen übrig. Nach 72 und 96 Stunden 
Differenzierung mit 500 nM waren alle Zellen neuronal differenziert und es gab 
deutlich weniger tote Zellen als bei Inkubation mit 2000 nM über gleiche 
Zeiträume. Bei Inkubation mit 40 und 150 nM konfluierten die Zellen ähnlich wie 
die Kontrollzellen, sodass eine Beurteilung der Zellmorphologie schwierig war.  
Im Rahmen des Wood-Protokolls gestaltete sich eine genaue Betrachtung der 
morphologischen Veränderungen bedingt durch die eintägige Vorbehandlung 
schwierig, denn die Zellen waren ab dem zweiten Behandlungstag bei allen 
TSA-Konzentrationen mehr oder weniger konfluent. Dennoch war zu erkennen, 
dass sich bei Langzeitinkubation mit hohen TSA-Konzentrationen der Zellkörper 
abrundete und die Zellzahl geringer wurde. Ferner wurde deutlich, dass bei 
Inkubation über fünf Tage auch Kontrollzellen und Zellen unter 40nM-Inkubation 
untergingen (s. Abbildungen 26 und 27). 
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Abbildung 26: Phasenkontrastmikroskopie bei RGC-5 mit TSA nach Schwechter 
Gezeigt sind repräsentative Phasenkontrast-Aufnahmen der Zellen in 100facher Vergrößerung. 
Unbehandelte RGC-5-Zellen hatten einen länglichen spindelförmigen Zellkörper und keine 
Dendriten. Im Rahmen des Schwechter-Protokolls entwickelten RGC-5-Zellen v.a. nach 96 
Stunden Inkubation mit 500 nM TSA einen neuronalen Phänotyp mit rundem Zellkörper und  
vermehrtem Neuritenwachstum. Bei Inkubation mit hohen TSA-Konzentrationen war ein 
Absinken der Zellzahl bemerkbar, v.a. bei Einsatz von 2000 nM nach 120 Stunden.  
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Abbildung 27: Phasenkontrastmikroskopie bei RGC-5 mit TSA nach Wood 
Gezeigt sind repräsentative Phasenkontrast-Bilder der Zellen in 100facher Vergrößerung. Im 
Rahmen des Wood-Protokolls konfluierten die Zellen bereits nach 48 Stunden größtenteils, was 
eine detaillierte morphologische Betrachtung erschwerte. Dennoch war zu erkennen, dass sich 
bei Langzeitinkubation mit hohen TSA-Konzentrationen der Zellkörper rundete und die Zellzahl 
nahm ab. Nach fünftägiger Inkubation konnte sogar bei der Kontrollkultur und bei Behandlung 
mit 40 nM ein deutlicher Zelluntergang beobachtet werden.  
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3.3.2 Expression neuronaler Marker 
3.3.2.1 β-III-Tubulin-Expression in der Immunhistochemie 
Bei Inkubation nach Schwechter war neben einem diskreten Anstieg der 
Expression am ersten Behandlungstag vor allem beim Einsatz von 500 nM TSA 
nach 96 und 120 Stunden eine deutlich gesteigerte β-III-Tubulin-Expression zu 
erkennen (s. Abbildung 28). Bei Differenzierung nach Wood war ebenfalls 
überwiegend bei hohen TSA-Konzentrationen und Langzeitinkubation die β-III-
Tubulin-Expression gesteigert. Besonders deutlich stieg die Expression bei 
Einsatz von 500 nM nach 96 und 120 Stunden Inkubation (s. Abbildung 29).  
3.3.2.2 β-III-Tubulin-Expression im Western Blot 
Bei Inkubation nach Schwechter zeigte sich in den ersten 48 Stunden eine 
Erhöhung der β-III-Tubulin-Expression, nach 72 Stunden unterschieden sich 
behandelte Zellen nicht von unbehandelten und nach 96stündiger Inkubation 
exprimierten wieder alle behandelten Zellen mehr β-III-Tubulin als die Kontrolle. 
Bei Behandlung der Zellen über fünf Tage konnte bei Einsatz von 500 nM sogar 
mehr als eine Verdopplung der Expression gemessen werden. Die β-III-Tubulin-
Expression bei Behandlung nach Wood war ebenfalls innerhalb der ersten 
Inkubationstage bei allen TSA-behandelten Zellen geringfügig erhöht. Ab den 
vierten Inkubationstag war ein dosisabhängiger Anstieg der Expression bei 
behandelten Zellen zu erkennen. Am deutlichsten war der Expressionsanstieg 
bei Einsatz von 500 nM TSA, wobei es zu einer Steigerung um den Faktor 2,5 
nach 120 Stunden kam. Im Rahmen beider Differenzierungsprotokolle ergab 
sich eine maximale β-III-Tubulin-Expression bei Langzeitinkubation mit 500 nM 
TSA. Bei Differenzierung nach Wood war der Expressionsanstieg im Vergleich 
zum Schwechter-Protokoll ausgeprägter (s. Abbildungen 30 und 31). 
So bestätigte sich auch im Western Blot die positive Wirkung der 





Abbildung 28: β-III-Tubulin-Expression bei RGC-5 mit TSA nach Schwechter 
Gezeigt sind fluoreszenzmikroskopische Aufnahmen bei 200facher Vergrößerung sowie 
korrespondierende Aufnahmen mit der DAPI-Kernfärbung. Bei Behandlung nach Schwechter war 
v.a. beim Einsatz von 500 nM TSA nach Langzeitinkubation eine stark gesteigerte β-III-Tubulin-
Expression erkennbar. 
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Abbildung 29: β-III-Tubulin-Expression bei RGC-5 mit TSA nach Wood 
Gezeigt sind fluoreszenzmikroskopische Aufnahmen bei 200facher Vergrößerung sowie 
korrespondierende Aufnahmen mit der DAPI-Kernfärbung. Bei Inkubation nach Wood war 
überwiegend bei hohen TSA-Konzentrationen und Langzeitinkubation die β-III-Tubulin-
Expression gesteigert, v.a. bei Einsatz von 500 nM nach 96 und 120 Stunden.  
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Abbildung 30: β-III-Tubulin-Expression bei RGC-5 mit TSA nach Schwechter 
A zeigt repräsentative Western-Blot-Banden für β-III-Tubulin (55 kDa) und das Haushaltsprotein  
Actin (45 kDa) für die jeweiligen Konzentrationen TSA zu den unterschiedlichen Zeitpunkten. B 
bildet die daraus errechnete Expression quantitativ ab, wobei die Daten als Mittelwert ± 
Standardabweichung angegeben sind, mit *** = p ≤ 0,001, ** = p ≤ 0,01, * = p ≤ 0,05 als 
signifikant unterschiedlich zur Kontrolle. Jeder Versuch wurde vierfach durchgeführt (n=4). Bei 
Differenzierung der RGC-5-Zellen nach Schwechter stieg die β-III-Tubulin-Expression bei 
behandelten Zellen im Vergleich zu unbehandelten stets an. Innerhalb der ersten drei Tage war 
die Expression v.a. bei Inkubation mit 150 nM TSA erhöht, bei Differenzierung über längere 
Zeiten bei Einsatz von 500 nM. Eine maximale β-III-Tubulin-Expression wurde mit einer 
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Abbildung 31: β-III-Tubulin-Expression bei RGC-5 mit TSA nach Wood 
A zeigt repräsentative Western-Blot-Banden für β-III-Tubulin (55 kDa) und das Haushaltsprotein  
Actin (45 kDa) für die jeweiligen Konzentrationen TSA zu den unterschiedlichen Zeitpunkten. B 
bildet die daraus errechnete Expression quantitativ ab, wobei die Daten als Mittelwert ± 
Standardabweichung angegeben sind, mit *** = p ≤ 0,001, ** = p ≤ 0,01, * = p ≤ 0,05 als 
signifikant unterschiedlich zur Kontrolle. Jeder Versuch wurde vierfach durchgeführt (n=4). Die 
nach Wood behandelten RGC-5-Zellen verhielten sich ähnlich wie nach Schwechter 
differenzierte. Innerhalb der ersten zwei Behandlungstage exprimierten die behandelten Zellen 
vor allem bei niedrigen TSA-Konzentrationen vermehrt β-III-Tubulin. Bei längeren 
Inkubationszeiten waren vor allem mit 500 nM TSA inkubierte Zellen der Kontrolle in ihrer β-III-
Tubulin-Expression überlegen, besonders deutlich nach 120 Stunden Inkubation mit einer 
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3.3.2.3 Neuronale Marker: MAP-2, Tau, hNF (Immunhistochemie) 
Im Rahmen beider Differenzierungsprotokolle ließ sich die Expression des 
neuronalen Markers MAP-2 durch Langzeitinkubation (96 und 120 Stunden) mit 
500 und 2000 nM TSA steigern, wobei bei 2000 nM die Zellzahl stark 
einknickte, v.a. bei Inkubation nach Schwechter. Bei Behandlung nach Wood  
waren nach 120 Stunden sogar alle behandelten Zellen, also auch Kulturen mit 
geringeren TSA-Konzentrationen, stärker positiv (s. Abbildung 32). 
Auch die  Tau-Expression konnte durch Behandlung nach Schwechter und  
Wood nach 96 und 120 Stunden Inkubation mit 500 nM TSA gesteigert werden 
(s. Abbildung 33). 
Die Expression von humanem Neurofilament stieg zwar nur leicht mit 
zunehmender Inkubationszeit, war aber im Rahmen beider Protokolle nach 96 
und 120 Stunden Inkubation mit 500 nM TSA deutlich erhöht gegenüber 
Kontrollzellen und Zellen nach nur 24 Stunden Inkubation (s. Abbildung 34). 
Die beiden Differenzierungsprotokolle unterschieden sich nicht wesentlich in 





Abbildung 32: MAP-2-Expression bei RGC-5 nach Schechter und Wood 
Gezeigt sind repräsentative fluoreszenzmikroskopische Aufnahmen bei 200facher Vergrößer-
ung nach 24 und 120 Stunden Inkubation mit 40, 150, 500 und 2000 nM TSA im Vergleich zu 
unbehandelten Kontrollzellen. Es handelt sich jeweils um Fluoreszenzbilder von mit Antikörpern 
gegen MAP-2 angefärbte Zellen und die entsprechenden zusätzlich mit der DAPI-Kernfärbung 
aufgenommenen Bilder. Die MAP-2-Expression ließ sich bei RGC-5-Zellen im Rahmen beider 
Differenzierungsprotokolle bei Langzeitinkubation (96 und 120 Stunden) mit 500 nM TSA 
deutlich steigern. Wenn nach Wood inkubiert wurde waren nach 120 Stunden sogar alle 





Abbildung 33: Tau-Expression bei RGC-5 nach Schechter und Wood 
Gezeigt sind repräsentative fluoreszenzmikroskopische Aufnahmen bei 200facher Vergrößer-
ung nach 24 und 120 Stunden Inkubation mit 40, 150, 500 und 2000 nM TSA im Vergleich zu 
unbehandelten Kontrollzellen. Es handelt sich sind um Fluoreszenzbilder von mit Antikörpern 
gegen Tau angefärbten Zellen und die korrespondierenden mit der DAPI-Kernfärbung 
aufgenommenen Bilder. Die Expression des neuronalen Markers Tau konnte durch Behandlung 
nach Schwechter und  Wood v.a. nach 96 und 120 Stunden und Inkubation mit 500 nM TSA 




Abbildung 34: hNF-Expression bei RGC-5 nach Schwechter und Wood 
Gezeigt sind repräsentative fluoreszenzmikroskopische Aufnahmen bei 200facher Vergrößer-
ung nach 24 und 120 Stunden Inkubation mit 40, 150, 500 und 2000 nM TSA im Vergleich zu 
unbehandelten Kontrollzellen. Es handelt sich jeweils um Fluoreszenzbilder von mit Antikörpern 
gegen hNF angefärbte Zellen und die entsprechenden zusätzlich mit der DAPI-Kernfärbung 
aufgenommenen Bilder. Die Expression von humanem Neurofilament (hNF) konnte zwar nur 
leicht mit zunehmender Inkubationszeit gesteigert werden, war aber im Rahmen beider 








In den ersten 48 Stunden zeigte sich ein Anstieg der Caspase-3/7-Aktivität bei 
Inkubation mit TSA. Bei Langzeitinkubation sank die Caspase-3/7-Aktivität der 
behandelten Zellen oder war mit der der Kontrolle vergleichbar. Es war ein 
zeitabhängiger und weitestgehend auch dosisabhängiger Abfall zu beobachten. 
Am geringsten war die Aktivität bei Einsatz von 500 nM TSA während sie bei 
2000 nM oft wieder leicht anstiegen. Am stärksten reagierten RGC-5-Zellen 
also bei kurzer Inkubationszeit und hohen TSA-Konzentrationen mit Apoptose. 
Langzeitinkubation führen hingegen zu einer Reduktion der Apoptose mit einer 
minimalen Caspase-3/7-Aktivität nach 96 Stunden Inkubation nach dem 
Schwechter-Protokoll und einem Abfall auf 22 % der Kontrolle (p < 0,001) und 
nach 120 Stunden Inkubation im Rahmen des Wood-Protokolls mit einem Abfall 
auf 45 % der Kontrolle (p < 0,001). Diese Veränderungen zeigten sich im 
Rahmen beider Differenzierungsprotokolle. Der Aktivitätsanstieg bei Inkubation 
nach Wood war deutlicher und der Abfall geringer. (s. Abbildung 35). 
3.3.3.2 Gespaltene-Caspase-3/Caspase-3-Verhältnis 
Bei Differenzierung nach Schwechter zeigte sich nach 24 Stunden bei hohen 
TSA-Konzentrationen ein signifikanter Anstieg des Gespaltene-Caspase- 
3/Caspase-3-Verhältnisses. Zu späteren Zeitpunkten übertraf der Quotient der 
behandelten Zellen nie den der Kontrollzellen. Nach 72 und 120 Stunden 
Inkubation war bei höheren TSA-Konzentrationen ein Abfall des Quotienten zu 
beobachten (s. Abbildung 36). Wurden RGC-5-Zellen nach Wood differenziert, 
stiegen die Werte des Gespaltene-Caspase-3/Caspase-3-Verhältnisses in den 
ersten zwei Tagen dosisabhängig. Am vierten Behandlungstag fiel das 
Gespaltene-Caspase-3/Caspase-3-Verhältnis beim Einsatz von 500 nM TSA 
ab. Nach 120 Stunden entsprachen nur noch mit 40 nM behandelte Zellen der 
Kontrolle bei allen anderen Kulturen fiel der Quotient auf ca. 20 % ab (s. 
Abbildung 37). Die Unterschiede zwischen den Protokollen waren gering. Unter 
Differenzierung nach Wood war der Apoptose-Anstieg am ersten Tag deutlicher 
und auch am zweiten Tag noch nachvollziehbar. Im Rahmen des Schwechter-
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Protokolls konnte bereits nach 72 Stunden ein sinkendes Gesapltene-Caspase-
3/Caspase-3-Verhältnis unter TSA-Behandlung beobachtet werden. Minimale 
Werte ergaben sich nach 120 Stunden Differenzierung mit 500 und 150 nM 
nach Wood.  
 
Abbildung 35: Caspase-3/7-Aktivität bei RGC-5 mit TSA nach Schwechter und Wood 
A und B zeigen die Caspase-3/7-Aktivität bei mit TSA differenzierten RGC-5-Zellen im Verhält-
nis zur Kontrolle (Kontrolle=1). Die Daten sind als Mittelwert ± Standardabweichung angegeben, 
mit *** = p ≤ 0,001, ** = p ≤ 0,01, * = p ≤ 0,05 als signifikant unterschiedlich zur Kontrolle. Die 
Versuche wurden sechsfach durchgeführt (n=6). Die Caspase-3/7-Aktivität TSA-inkubierter 
Zellen stieg in den ersten Tagen an. Nach Langzeitinkubation fiel sie bei beiden Protokollen 
unter die der Kontrolle, wobei ein maximaler Abfall nach 96stündiger Inkubation mit 500 nM 
TSA nach Schwechter erreicht wurde (22 % der Kontrolle). Beim Wood-Protokoll war der Aktivi-




Abbildung 36: Gespaltene-Caspase-3/Caspase-3 bei RGC-5 nach Schwechter 
A zeigt repräsentative Western-Blot-Banden für die Marker Caspase-3 (35 kDa) und gespaltene 
Caspase-3 (17 und 19 kDa) sowie für das Haushaltsprotein Actin (45 kDa). B bildet die daraus 
errechnete Expression quantitativ ab, wobei die Daten als Mittelwert ± Standardabweichung 
angegeben sind, mit *** = p ≤ 0,001, ** = p ≤ 0,01, * = p ≤ 0,05 als signifikant unterschiedlich zur 
Kontrolle. Alle Versuche wurden vierfach durchgeführt (n=4). Bei Differenzierung nach 
Schwechter stieg nach 24 Stunden Inkubation mit hohen TSA-Konzentrationen das Gespaltene-
Caspase-3/Caspase-3-Verhältnis an, nach 48 Stunden unterschied es sich nicht von dem der 
Kontrolle. Ab dem dritten Inkubationstag fiel der Quotient unter TSA-Behandlung ab, am stärks-
ten bei Einsatz von 500 nM TSA nach 72 und 120 Stunden mit einem Abfall auf rund 30 % der 
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Abbildung 37: Gespaltene-Caspase-3/Caspase-3 bei RGC-5 nach Wood 
A zeigt repräsentative Western-Blot-Banden für die Marker Caspase-3 (35 kDa) und gespaltene 
Caspase-3 (17 und 19 kDa) sowie für das Haushaltsprotein Actin (45 kDa). B bildet die daraus 
errechnete Expression quantitativ ab, wobei die Daten als Mittelwert ± Standardabweichung 
angegeben sind, mit *** = p ≤ 0,001, ** = p ≤ 0,01, * = p ≤ 0,05 als signifikant unterschiedlich zur 
Kontrolle. Alle Versuche wurden vierfach durchgeführt (n=4). Bei Differenzierung nach Wood 
kam es innerhalb der ersten zwei Inkubationstage zu einer Erhöhung des Gespaltene-Caspase-
3/Caspase-3-Verhältnisses bei Inkubation mit 500 und 2000 nM TSA. Ab dem vierten Inkubati-
onstag sank das Verhältnis unter Einsatz höherer TSA-Konzentrationen. Ein Minimum wurde 
nach 120 Stunden Inkubation mit 500 nM und einem Abfall auf 20 % der Kontrolle erreicht. Für 
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Bei Differenzierung nach Schwechter hatte die Inkubation mit niedrigen TSA-
Konzentrationen keinen Effekt auf das Bax/Bcl-2-Verhältnis. Wurden 500 nM 
TSA eingesetzt, war nach 48 und 96 Stunden ein Anstieg des Quotienten zu 
erkennen. Auch bei Einsatz von 2000 nM TSA kam es zum Anstieg des 
Verhältnisses ab dem zweiten Inkubationstag mit einem Maximum nach 120 
Stunden. Nur nach 72stündiger Inkubation mit 500 nM TSA sank der Quotient 
(s. Abbildung 38). Im Rahmen des Wood-Protokolls kam es unter Einsatz von 
40, 150 und 500 nM TSA nicht zu wesentlichen Veränderungen des Bax/Bcl-2-
Verhältnisses, nur nach 120 Stunden Inkubation mit 40 nM TSA stieg der 
Quotient stark an. Wurde mit 2000 nM TSA inkubiert, war ein näherungsweise 
zeitabhängiger Anstieg des Verhältnisses zu beobachten bis hin zu einer 
maximalen Steigerung um den Faktor 4,5 nach 120 Stunden (s. Abbildung 39).  
Sowohl unter Behandlung nach Wood als auch nach Schwechter wirkten sich 
niedrige TSA-Konzentrationen nicht auf das Bax/Bcl-2-Verhältnis aus. Höhere 
Dosen führten zu schwankenden Werten und tendenziell eher zu einem Anstieg 
des Bax/Bcl-2-Quotienten. Ursächlich für eine Veränderung des Quotienten war 
meist eine veränderte Bcl-2-Expression. 
3.3.4 Zelltod (PI-Färbung)  
Bei Inkubation nach Schwechter waren in den ersten drei Inkubationstagen mit 
steigender TSA-Dosis vermehrt PI-positive Zellen sichtbar. Nach 96 und 120 
Stunden konnte v.a. bei Behandlung mit 40 und 150 nM TSA ein Absterben der 
Zellen beobachtet werden, während bei Differenzierung mit 500 nM TSA 
deutlich weniger PI-positive Zellen zu erkennen waren. Bei Differenzierung 
nach Wood verhielt es sich ähnlich, allerdings waren in den ersten 
Inkubationstagen weniger PI-positive Zellen sichtbar als bei Inkubation nach 
Schwechter. Nach vier und fünf Tagen waren deutlich mehr Zellen unter 
Behandlung mit 40 und 150 nM TSA abgestorben, ebenso bei den 
Kontrollzellen. Tote Zellen lösten sich vom Plattenboden, erschienen weißlich 
und schwammen frei im Medium (s. Abbildungen 40 und 41). 
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Abbildung 38: Bax/Bcl-2-Verhältnis bei RGC-5 nach Schwechter 
A zeigt repräsentative Western-Blot-Banden für die Marker Bax (20 kDa) und Bcl-2 (28 kDa) 
sowie für das Haushaltsprotein Actin (45 kDa). B bildet die daraus errechnete Expression 
quantitativ ab, wobei die Daten als Mittelwert ± Standardabweichung angegeben sind, mit *** = 
p ≤ 0,001, ** = p ≤ 0,01, * = p ≤ 0,05 als signifikant unterschiedlich zur Kontrolle. Alle Versuche 
wurden vierfach durchgeführt (n=4). Bei Inkubation nach Schwechter zeigte sich unter 
Behandlung mit 40 und 150 nM TSA zu keinem Zeitpunkt ein Unterschied zur Kontrolle. Bei 
Einsatz von 500 und 2000 nM TSA reagierten die RGC-5-Zellen nach 48 Stunden mit einem 
deutlichen Anstieg des Bax/Bcl-2-Verhältnisses auf das 3,5fache. Nach 72 Stunden war bei 500 
nM TSA ein Absinken des Verhältnisses zu erkennen. Nach 96 und 120 Stunden stieg der 
Quotient bei höheren TSA-Konzentrationen wieder leicht an.  
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Abbildung 39: Bax/Bcl-2-Verhältniss bei RGC-5 nach Wood 
A zeigt repräsentative Western-Blot-Banden für die Marker Bax (20 kDa) und Bcl-2 (28 kDa) 
sowie für das Haushaltsprotein Actin (45 kDa). B bildet die daraus errechnete Expression 
quantitativ ab, wobei die Daten als Mittelwert ± Standardabweichung angegeben sind, mit *** = 
p ≤ 0,001, ** = p ≤ 0,01, * = p ≤ 0,05 als signifikant unterschiedlich zur Kontrolle. Alle Versuche 
wurden vierfach durchgeführt (n=4). Auch bei Inkubation nach Wood war bei niedrigen TSA-
Konzentrationen bis auf eine Ausnahme (> 5fache Steigerung bei 120 Stunden Inkubation mit 
40 nM TSA) kein Effekt zu erkennen. Das war auch bei Inkubation mit 500 nM TSA größtenteils 
der Fall. Bei Einsatz von 2000 nM TSA war ein dosisabhängiger Anstieg des Verhältnisses zu 
erkennen mit einer maximalen Steigerung nach 120stündiger Inkubation auf über das 4,5fache 
der Kontrolle (p=0,0036). Veränderungen waren hauptsächlich durch Zu- oder Abnahme der 
Bcl-2-Expression bedingt.  
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Abbildung 40: PI-Färbung bei RGC-5 mit TSA nach Schwechter 
Gezeigt sind repräsentative Phasenkontrastaufnahmen und Fluoreszenzaufnahmen bei 
100facher Vergrößerung. Bei Behandlung nach Schwechter war in den ersten Inkubationstagen 
ein konzentrationsabhängiger Anstieg der PI-positiven Zellen erkennbar. Nach 96 und 120 
Stunden waren jedoch mit 500 nM behandelte RGC-5-Zellen nur noch selten positiv. 
88 
 
 Abbildung 41: PI-Färbung bei RGC-5 mit TSA nach Wood 
Gezeigt sind Phasenkontrastaufnahmen und Fluoreszenzaufnahmen bei 100facher Vergrößerung. 
Zuerst waren nur unter Einsatz hoher TSA-Konzentrationen PI-positive Zellen zu erkennen. Nach 
Langzeitinkubation starben v.a. mit 40 und 150 nM TSA inkubierte Zellen und Kontrollzellen ab 





3.3.5 Vitalität (MTS-Assay) 
Bei Differenzierung nach Schwechter lagen bereits nach 24 Stunden alle 
gemessenen Absorptionen behandelter Zellen unter den Kontrollwerten. Ab 
dem zweiten Inkubationstag konnte ein näherungsweise dosisabhängiger Abfall 
der Vitalität beobachtet werden. Nach 120 Stunden Inkubationszeit ergaben 
sich jedoch völlig andere Messwerte: Ein konzentrationsabhängiger Anstieg der 
Stoffwechselaktivität bis hin zu einer Verdopplung bei 500 nM TSA und dann 
ein Abfall bei 2000 nM TSA auf 80 % der Kontrolle. Im Rahmen des Wood-
Protokolls kam es in den ersten vier Behandlungstagen ebenfalls zu einem 
Vitalitätsabfall mit steigender TSA-Konzentration. Doch auch hier stieg die 
Stoffwechselaktivität nach 120 Stunden. Bei Behandlung mit 150 nM TSA kam 
es zu einer Verdreifachung und bei Inkubation mit 500 nM TSA zu einer 
Verdopplung der Stoffwechselaktivität. Sowohl der Vitalitätsabfall bei 
Kurzzeitinkubation als auch der Anstieg bei Langzeitinkubation waren bei 
Differenzierung nach Wood ausgeprägter (s. Abbildung 42). 
3.3.6 Zellzahl (Kristallviolett-Färbung) 
Sowohl bei Differenzierung der RGC-5-Zellen nach Wood als auch nach 
Schwechter konnte ein dosisabhängiger Abfall der Zellzahl beobachtet werden. 
Die Zellzahl der behandelten Zellen lag zu jeder Zeit und bei jeder eingesetzten 
Konzentration TSA signifikant unterhalb der korrespondierenden Kontrollwerte. 
Während unter Behandlung mit 40 und 150 nM TSA der Faktor Zeit keine 
entscheidende Rolle zu spielen schien, war bei höheren Konzentrationen ein 
deutlicher Unterschied zwischen 24stündiger Inkubation und den längeren 
Inkubationszeiten zu erkennen (Schwechter-Protokoll). Insgesamt sank die 
Zellzahl unter Anwendung des Wood-Protokolls verglichen zur Kontrolle bei den 
niedrigeren TSA-Konzentrationen (40 und 150 nM) weniger stark als bei 




Abbildung 42: MTS-Test bei RGC-5 mit TSA nach Schwechter und Wood 
A und B zeigen die Stoffwechselaktivität bei mit TSA differenzierten RGC-5-Zellen im Verhältnis 
zu Stoffwechselaktivität der Kontrollzellen (Kontrolle=1). Die Daten sind als Mittelwert ± 
Standardabweichung angegeben, mit *** = p ≤ 0,001, ** = p ≤ 0,01, * = p ≤ 0,05 als signifikant 
unterschiedlich zur Kontrolle. Alle Versuche wurden sechsmal durchgeführt (n=6). Innerhalb der 
ersten Inkubationstage kam es bei Inkubation der RGC-5-Zellen mit TSA im Rahmen beider 
Protokolle zum Absinken der Stoffwechselaktivität. Völlig anders verhielt es sich nach 120 
Stunden, wo v.a. die Werte der mit 150 und 500 nM TSA differenzierten Zellen die Kontrolle 
eindeutig übertrafen. Hier schienen TSA-behandelte Zellen wesentlich stoffwechselaktiver zu 
sein als unbehandelte Kontrollzellen. Dieser Effekt war besonders deutlich bei Differenzierung 






Abbildung 43: Kristallviolett-Färbung bei RGC-5 mit TSA nach Schwechter und Wood 
A und B zeigen die Zellzahl bei mit TSA differenzierten RGC-5-Zellen im Verhältnis zur 
Kontrolle (Kontrolle=1). Die Daten sind als Mittelwert ± Standardabweichung angegeben, mit *** 
= p ≤ 0,001, ** = p ≤ 0,01, * = p ≤ 0,05 als signifikant unterschiedlich zur Kontrolle. Alle 
Versuche wurden sechsmal durchgeführt (n=6). Im Rahmen beider Protokolle war nach jeder 
Inkubationszeit ein dosisabhängiger Rückgang der Zellzahl erkennbar. Im Rahmen des 






Abbildung 44: Absolute Zellzahl bei RGC-5 mit 500 nM TSA nach Schwechter und Wood 
Die Abbildung zeigt exemplarisch für eine TSA-Konzentration von 500 nM die Veränderung der 
Zellzahl über einen Inkubationszeitraum von 120 Stunden sowie die entsprechenden Kontrollen. 
Um einen Vergleich zu ermöglichen wurden die 24-Stunden-Werte gleich 1 gesetzt und die 
übrigen Werte dazu in Bezug gesetzt. Die Daten sind als Mittelwert angegeben, wobei alle 
Versuche sechsmal durchgeführt wurden (n=6). Bei Inkubation nach Schwechter sanken unter 
Langzeitinkubation sowohl die Zellzahlen der Kontrolle als auch die der TSA-behandelten 
Zellen. Im Rahmen des Wood Protokolls stieg bei Kontrollzellen die Zellzahl auf das 1,5fache 
und pendelte sich dort ein während bei TSA-behandelten Zellen ungefähr gleichbleibende 
Werte über den gesamten Inkubationszeitraum messbar waren. 
3.3.6.1 Absolute Zellzahlen bei RGC-5-Zellen mit 500 nM TSA und ohne TSA 
Um den TSA-Effekt auf die RGC-5-Zellzahlen besser beurteilen zu können, 
wurden exemplarisch für eine Konzentration von 500 nM TSA die Absolutwerte 
der Kristallviolett-Absorption verglichen und nicht nur die zur Kontrolle in Bezug 
gesetzten Ergebnisse betrachteten. Bei Differenzierung nach Schwechter ging 
die Zellzahl sowohl bei TSA-inkubierten Zellen als auch bei Kontrollzellen unter 
Langzeitinkubation linear zurück, wobei die Kontrolle durch einen anfänglichen 
Zellzahlanstieg immer um ca. 20 % höher lag. Bei Behandlung nach Wood stieg 
die Zahl der Kontrollzellen um ungefähr 50 % und blieb konstant erhöht. 
Behandelte Zellen zeigten beinahe gleichbleibende Werte über den gesamten 
Inkubationszeitraum. Der relativ zur Kontrolle beobachtete Zellzahlverlust (s. 




3.3.7 Proliferation (BrdU-Assay) 
Bei Differenzierung nach Schwechter war nach 24stündiger Inkubation 
zunächst ein dosisabhängiger Rückgang der Proliferation zu erkennen. Nach 
zweitägiger Inkubation stiegen die Werte bei niedrigen TSA-Konzentrationen 
und sanken bei höheren Dosen. Ab dem vierten Behandlungstag übertrafen die 
gemessenen Absorptionen der behandelten Zellen bis zu einer Konzentration 
von 500 nM TSA die Werte der Kontrolle und knickten erst bei 2000 nM TSA 
deutlich ein. Bei Differenzierung nach Wood waren die Werte der behandelten 
Zellen nie höher als die der unbehandelten Kontrolle. Ab dem zweiten 
Inkubationstag zeigte sich ein dosisabhängiges Absinken mit einem deutlichen 
Abfall der Proliferation bei Inkubation mit 500 und 2000 nM TSA. Nach 96 bzw. 
120 Stunden Inkubationszeit tendierte die Teilungsaktivität bei diesen 
Konzentrationen sogar gegen null. Gemeinsam war beiden Protokollen eine 
minimale Aktivität bei Einsatz von 2000 nM TSA ab dem zweiten Inkubationstag 
(s. Abbildung 45). 
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Abbildung 45: BrdU-Assay bei RGC-5 mit TSA nach Schwechter und Wood 
A und B zeigen die Proliferation bei mit TSA differenzierten RGC-5-Zellen im Verhältnis zu 
Proliferation der unbehandelten Kontrolle (Kontrolle=1). Die Daten sind als Mittelwert ± 
Standardabweichung angegeben, mit *** = p ≤ 0,001, ** = p ≤ 0,01, * = p ≤ 0,05 als signifikant 
unterschiedlich zur Kontrolle. Alle Versuche wurden sechsmal durchgeführt (n=6). Bei 
Differenzierung nach Schwechter kam es unter Einsatz von 2000 nM TSA immer zu einer 
Reduktion der Proliferation, unter Einsatz von 500 nM nur innerhalb er ersten 48 Stunden. Unter 
Anwendung des Wood-Protokolls erzielten stets die Kontrollzellen die höchste relative 
Proliferation und es war eine dosisabhängige und bei höheren Konzentrationen auch eine 







3.3.8 Gemeinsamkeiten und Unterschiede der Differenzierungsprotokolle 
 
Tabelle VIII: Gegenüberstellung der Differenzierungsprotokolle 
Protokoll Schwechter Wood 
Morphologie  Differenzierung zu einem neuro-
nalen Phänotyp nach Lang-
zeitinkubation mit 500 nM TSA, 
bei 2000 nM TSA überwiegend 
Zelltod. 
Ähnliche Tendenz wie beim 
Schwechter-Protokoll nur schwe-
rer beurteilbar wegen höherer 




Thy-1: keine Veränderung der 
relativen mRNA-Expression nach 
120 Stunden Inkubation mit 
500 nM TSA. 
β-III-Tubulin: Im Western Blot und 
in der Immunhistochemie maxi-
male Werte nach Langzeitinkuba-
tion mit 500 nM TSA. Stärkste 
Expression mit einer Steigerung 
auf das 2,3fach nach 120 Stun-
den. 
MAP-2, Tau, hNF: Die Expression 
stieg durch Langzeitinkubation mit 
500 nM TSA. 
Thy-1: mRNA-Expression nach 
120 Stunden Inkubation mit 
500 nM TSA relativ zur Kontrolle 
verdoppelt. 
β-III-Tubulin: Maximale Expres-
sion nach Langzeitinkubation mit 
500 nM TSA. Expressionsana-
stieg stärker als bei Behandlung 
nach Schwechter. Stärkster An-
stieg nach 120 Stunden auf das 
2,5fache. 
MAP-2, Tau, hNF: Die Expression 
stieg durch Langzeitinkubation mit 
500 nM TSA.  
Apoptose Caspase-3/7-Assay: Aktivitätsan-
stieg in den ersten Tagen, Abfall 
unter Langzeitinkubation. Mini-
male Aktivität nach 96 Stunden 
und 500 nM TSA (22 % der Kon-
trolle). 
Caspase-3/7-Assay: Selbe Ten-
denz wie bei Schwechter-Proto-
koll. Aktivitätsanstieg zu Beginn 
stärker und Abfall nach 96 und 
120 Stunden schwächer. 
 Gespaltene Caspase-3/Caspase-
3: Anstieg bei hohen Konzentrati-
onen und kurzer Inkubation, Ab-
fall nach 72 und 120 Stunden 
Inkubation mit 500 nM TSA. 
Gespaltene Caspase-3/Caspase-
3: Anstieg bei hohen Konzentrati-
onen und kurzer Inkubation, Ab-
fall bei 96 und 120 Stunden Inku-
bation mit 500 und 2000 nM TSA. 
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Protokoll Schwechter Wood 
Apoptose Bax/Bcl-2: Bei 500 und 2000 nM 
TSA Erhöhung des Quotienten, 
nur nach 72 Stunden Inkubation 
mit 500 nM TSA leichter Abfall 
des Quotienten. 
Bax/Bcl-2: Kein Effekt bei niedri-
gen TSA-Konzentrationen, nur bei 
2000 nM TSA zeitabhängiger An-
stieg des Quotienten. 
Vitalität Deutlicher Vitalitätsabfall in den 
ersten Inkubationstagen bei allen 
angewandten Konzentrationen. 
Steigerung der Stoffwechselaktivi-
tät nach 120 Stunden Inkubation 
beim Einsatz von 500 nM TSA auf 
das Doppelte. 
Deutlicher Vitalitätsabfall in den 
ersten Inkubationstagen. Steige-
rung der Stoffwechselaktivität 
nach 120 Stunden Inkubation v.a. 
beim Einsatz von 150 nM (Ver-
dreifachung) und 500 nM TSA 
(Verdopplung). Sowohl Vitali-
tätsabfall als auch Vitalitätsan-
stieg deutlicher als bei Differen-
zierung nach Schwechter. 
Proliferation Minimale Proliferation nach Lang-
zeitinkubation mit 2000 nM TSA. 
Bei Einsatz von 500 nM TSA zwar 
innerhalb von 48 Stunden Prolife-
rationsrückgang auf bis zu 50 % 
der Kontrolle, unter Langzeit-
inkubation aber Anstieg gegen-
über der Kontrolle.   
Kontrollzellen weisen stets die 
höchste Proliferation auf, dosis- 
und zeitabhängige Abnahme des 
Teilungsverhaltens bei hohen 
TSA-Konzentrationen mit minima-
ler Proliferation nach 120 Stunden 
Inkubation mit 500 bzw. 2000 nM 
TSA. 
Zellzahl Dosisabhängiges Sinken der Zell-
zahl bereits bei niedrigen TSA-
Konzentrationen. Niedrigste Zell-
zahlen (< 30 % der Kontrolle) ab 
dem zweiten Inkubationstag bei 
Einsatz von 2000 nM TSA. 
Dosisabhängiger Abfall der Zell-
zahl, v.a. bei niedrigen Konzent-
rationen weniger stark ausgeprägt 
als bei Inkubation nach dem 
Schwechter-Protokoll. 
Zelltod In den ersten Inkubationstagen 
konzentrationsabhängig vermehrt 
PI-positive Zellen; bei Langzeitin-
kubation v.a. bei niedrigen TSA-
Konzentrationen Zelluntergang, 
nicht bei 500 nM TSA. 
Ähnlich wie bei Inkubation nach 
Schwechter aber in den ersten 
Behandlungstagen kaum tote 
Zellen; nach Langzeitinkubation 
starkes Absterben der Zellen bei 




4.1 Das Resultat dieser Arbeit 
4.1.1 RGC-5-Zellen unterscheiden sich von 661W-Zellen  
Die RGC-5- und 661W-Zelllinie verhalten sich unter Differenzierung mit 
Trichostatin A (TSA) und Staurosporin (STS) unterschiedlich. 661W-Zellen 
reagieren besonders bei Langzeitinkubation empfindlicher auf die zytotoxischen 
Effekte von TSA und STS. Die Zellanzahl sinkt bei 661W-Zellen unter 
Langzeitinkubation beispielsweise doppelt so stark wie bei RGC-5-Zellen (s. 
Kapitel 3.2.7) und die Stoffwechselaktivität geht um über 50 % zurück statt sich, 
wie bei RGC-5-Zellen, nach 120 Stunden zu verdoppeln (s. Kapitel 3.2.6). Bei 
RGC-5-Zellen tritt nach längeren Inkubationszeiten hingegen die 
Differenzierung zu einem neuronalen Phänotyp in den Vordergrund. Besonders 
deutlich wird der Unterschied zwischen beiden Zelllinien hinsichtlich der 
Expression neuronaler Marker (s. Kapitel 3.2.3). Während bei RGC-5-Zellen 
unter Langzeitinkubation mit 500 nM TSA die β-III-Tubulin-Expression bis auf 
das 2,3fache (Schwechter-Protokoll) bzw. 2,5fache (Wood-Protokoll) gesteigert 
werden kann, bleibt dieser Effekt bei 661W-Zellen aus. Es konnte außerdem 
mittels qRT-PCR gezeigt werden, dass RGC-5-Zellen unter Langzeitinkubation 
mit 500 nM TSA die relative mRNA-Expression des Ganglienzellmarkers Thy-1 
signifikant steigern, was bei 661W-Zellen nicht der Fall ist (s. Kapitel 3.2.2).  
Spätestens seit Van Bergen et al. 2009 den Verdacht äußerten, die RGC-5-
Zelllinie sei keine Ganglienzelllinie sondern eine Mäusezelllinie unbekannten 
Ursprungs [72], wird die Herkunft und Identität der RGC-5-Zellen immer wieder 
hinterfragt. Wood et al. fanden 2010 heraus, dass sich RGC-5-Zellen mit Hilfe 
von TSA und STS zwar neuronal differenzieren lassen, sich aber nicht hin zu 
einem ganglienzelltypischem Verhalten entwickeln und dass sie Zapfen-
typische Opsine exprimieren [39]. Nachdem Krishnamoorthy et al. einräumten, 
dass eine Kontamination der RGC-5-Zelllinie mit der Maus-Fotorezeptor-
Zelllinie 661W möglich sei [70], stellt sich die Frage, ob RGC-5-Zellen aktuell 
98 
 
Abbildung 46: Morphologie von RGC und Zapfen sowie ihren potentiellen Zelllinien 
A) Schemazeichnung einer retinalen Ganglienzelle, modifiziert nach Kolb H., Morphology and 
Circuitry of Ganglion Cells [159]; B) Phasenkontrastmikroskopie undifferenzierter RGC-5-Zellen 
in Kultur; aus Sippel et al. [147]; C) RGC-5-Zellen nach 96 Stunden Differenzierung mit 500 nM 
TSA nach Schwechter; D) Schemazeichnung eines Zapfen; modifiziert nach Greeff R., Die 
mikroskopische Anatomie des Sehnerven und der Retina. [160]; E) unbehandelte 661W-Zellen 
in Kultur kurz nach Aussähen; aus Sippel et al. [147]; F) 661W-Zellen 96 Stunden 
Differenzierung mit 500 nM TSA nach Schwechter 
noch zu Forschungszwecken verwendet werden können oder ob sie identisch 
mit 661W-Zellen sind. Doch obwohl beide Zelllinien scheinbar aus der C57BL/6-
Mauslinie isoliert wurden, das gleiche Transformations-Gen aufweisen und 
95 % ihrer genetischen Information identisch ist [70], verhalten sie sich 
zumindest unter Differenzierung mit TSA und STS unterschiedlich.  
 
4.1.2 Das optimale Differenzierungsprotokoll für RGC-5-Zellen 
Unter Verwendung des Schwechter-Protokolls [78] kristallisierten sich 500 nM 
als optimale TSA-Konzentration für die Differenzierung der RGC-5-Zellen 
heraus. Nach Langzeitinkubation mit 500 nM TSA wurde eine maximale 
Differenzierung der RGC-5-Zellen zu einem neuronalen Phänotyp erreicht (s. 







3.3.2) und die Caspase-Aktivität war gleichzeitig am geringsten (s. Kapitel 
3.3.3). Auch der MTS-Versuch zur Vitalität der Zellen zeigte maximale Werte bei 
Langzeitinkubation mit 500 nM TSA (s. Kapitel 3.3.5). Zu bemerken war 
allerdings auch ein Absinken der Zellanzahl mit steigender Inkubationszeit und 
TSA-Konzentration (s. Kapitel 3.3.4). Differenzierte RGC-5-Zellen proliferierten 
unter Behandlung nach Schwechter meist stärker als undifferenzierte. Nur bei 
Einsatz von 500 nM TSA und kurzer Inkubation sank die Proliferation, stieg aber 
nach 96 und 120 Stunden wieder an (s. Kapitel 3.3.7). Beim Einsatz von 
2000 nM TSA ließen sich ähnlich gute Ergebnisse hinsichtlich der 
Differenzierung erreichen wie beim Einsatz von 500 nM, allerdings war der 
Zellzahlverlust hier deutlich stärker. Mit 2000 nM TSA differenzierte RGC-5-
Zellen waren nach Langzeitinkubation kaum mehr teilungsaktiv.  
Oben beschriebene positive Effekte auf die Differenzierung traten erst bei 
Langzeitinkubation auf. Bei Inkubation über 96 Stunden mit 500 nM TSA ließ 
sich bei minimaler Apoptose-Aktivität eine maximale Differenzierung erreichen, 
allerdings bei einer auf ca. 20 % reduzierten Zellzahl. Nach 120 Stunden konnte 
die β-III-Tubulin-Expression noch weiter gesteigert werden aber die Zellzahl 
sank stark und die Caspase-Aktivität stieg wieder leicht.  
Zusammenfassend kann also bei Behandlung nach Schwechter durch 
Inkubation über vier bis fünf Tage mit 500 nM TSA die gewünschte 
Differenzierung, mit Ausnahme eines Proliferationsstopps, erreicht werden.  
Bei Differenzierung nach Wood [39] reagierten RGC-5-Zellen ähnlich wie bei 
Anwendung des Schwechter-Protokolls. Bedingt durch die eintägige 
Vorbehandlung, d.h. das Kultivieren der Zellen für 24 Stunden in Nährmedium 
ohne FKS, verdoppelt sich die Zellzahl pro Well allerdings. Die Behauptung, 
RGC-5-Zellen würden in „Hunger-Medium“ ohne FKS weniger bzw. langsamer 
proliferieren [39], konnte im Rahmen dieser Arbeit zumindest bei 24stündiger 
Vorbehandlung nicht bestätigt werden. 
Bei morphologischer Betrachtung machte es die erhöhte Zellzahl schwer, 
detailliert Veränderungen zu studieren, da die Kontrollzellen sowie die mit 
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niedrigen TSA-Konzentrationen behandelten Zellen sehr dicht waren. 
Insgesamt konnte jedoch auch hier eine neuronale Differenzierung bei 500 nM 
TSA und Langzeitinkubation beobachtet werden (s. Kapitel 3.3.1). Die β-III-
Tubulin-Expression stieg bei Inkubation mit 500 nM TSA ebenfalls zeitabhängig 
bis auf ein Maximum nach 120 Stunden an (s. Kapitel 3.3.2) und die relative 
mRNA-Expression des Ganglienzellmarkers Thy-1 konnte durch 
Langzeitinkubation gesteigert werden (s. Kapitel 3.2.2). Hinsichtlich des 
Apoptoseverhaltens reagierten nach Wood behandelte RGC-5-Zellen stärker 
mit einem Aktivitätsanstieg in den ersten Inkubationstagen und der Abfall bei 
Langzeitinkubation war schwächer (s. Kapitel 3.3.3). Der Vitalitätsanstieg war 
hier ebenfalls bei Langzeitinkubation (120 Stunden) zu erkennen, allerdings 
stärker ausgeprägt bei Einsatz von 150 nM als bei Inkubation mit 500 nM TSA 
(s. Kapitel 3.3.5). Die Zellzahl sank bei Differenzierung mit 500 nM TSA nach 
Wood zwar relativ zur proliferierenden Kontrolle, bliebt aber bei Betrachtung der 
Absolutwerte konstant (s. Kapitel 3.3.6.1). TSA-behandelte RGC-5-Zellen 
zeigten nie eine erhöhte Proliferation gegenüber undifferenzierten Zellen. Bei 
fünftägiger Inkubation mit 500 und 2000 nM TSA tendierte die Teilungsaktivität 
gegen Null (s. Kapitel 3.3.7).  
Es ergibt sich auch bei Differenzierung nach Wood ein optimaler 
Inkubationszeitraum von fünf Tagen bei einer Konzentration von 500 nM TSA. 
Die Apoptose lässt sich durch Langzeitbehandlung nicht so stark reduzieren wie 
bei Inkubation nach Schwechter, die β-III-Tubulin-Expression ist allerdings 
stärker. Es kommt zur gesteigerten Thy-1-Expression und die differenzierten 
Zellen hören auf zu proliferieren, sind vitaler und der Zellzahlverlust ist geringer. 
4.2 Die Ergebnisse im Kontext der aktuellen Forschung 
4.2.1 Die Eigenschaften und das Expressionsprofil der RGC-5-Zellen 
Nachdem anfänglich über die Expression neuronaler und auch 
ganglienzellspezifischer Marker bei RGC-5-Zellen berichtet wurde [35, 69, 77], 
konnten später weder auf mRNA- noch auf Proteinebene RGC-typische Marker 
wie Thy-1 oder die Transkriptionsfaktoren der Brn3-Familie nachgewiesen 
101 
 
werden [39, 72], was eine Entdifferenzierung der Zelllinie impliziert oder andere 
Ursprungszellen vermuten lässt. Laut der aktuellen Forschung sind RGC-5-
Zellen also nicht positiv für RGC-typische, wohl aber für neuronale Marker. Eine 
Übersicht über die bei RGC-5-Zellen im Rahmen dieser Dissertation entdeckten 
und in der Literatur beschriebenen Marker ist in Tabelle IX zu finden. 
Tabelle IX: Nachgewiesene Marker bei RGC-5-Zellen (Literatur) 
Marker bestätigt nicht bestätigt 











Krishnamoorthy et al. 2001 
Harper et al. 2009  
Schwechter et al. 2007 
und zwei weitere Publikationen 




Krishnamoorthy et al. 2001 
Frassetto et al. 2006  
Agarwal et al. 2007 
Harper et al. 2009 
und vier weitere Publikationen 
Van Bergen et al. 2009 

















Frassetto et al. 2006 
Wood et al. 2010  
Schnichels et al. 2012 
Schultheiss et al. 2012 
Sippl et al. 2011 
Van Bergen et al. 2009 
 s. Kapitel 3.3.2 
 









Schwechter et al. 2007 
(1↑,2↓) 
Harper et al. 2009 (2↑) 
Wood et al. 2010 (1, 2, 3) 
Thy-1 
Frassetto et al. 2006 (2↑) 
Harper et al. 2009 (2↑) 
Ganapathy et al. 2010 (2↑) 
Sippl et al. 2011 (2) 
 s. Kapitel 3.2.2 (1↑) 
Van Bergen et al. 2009 (3) 

















Frassetto et al. 2006 (2↑) 
Lieven et al. 2007 (2↑) 
Van Bergen et al. 2009 (3) 
Schultheiss et al. 2012 (2↑) 
Schnichels et al. 2012 (1↑) 
Wood et al. 2010 (1↑, 2, 3) 
Sippl et al. 2011 (2↑) 
 s. Kapitel 3.3.2 (1↑) 
 
 
Gezeigt ist eine Übersicht über die in der Literatur beschriebenen neuronalen Marker und 
Ganglienzellmarker bei undifferenzierten und differenzierten RGC-5-Zellen. 1= Differenzierung 
mit Trichostatin A (TSA); 2 = Differenzierung mit Staurosporin (STS); 3 = Differenzierung mit 
Succinyl-Concanavalin-A (sConA); ↑ = gesteigert durch Inkubation mit dem Agens; ↓ = 
reduziert durch Inkubation mit dem Agens; steht ausschließlich die Ziffer in Klammern, war der 
Marker nachweisbar konnte aber durch Differenzierung nicht gesteigert/reduziert werden.  
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Das neuronale Expressionsprofil der RGC-5-Zellen konnte im Rahmen dieser 
Arbeit bestätigt werden und die Expression von Markern wie β-III-Tubulin, MAP-
2 und Tau ließ sich v.a. nach Langzeitinkubation mit TSA deutlich steigern, was 
auch mit den Erkenntnissen von Wood et al. 2010 übereinstimmt [39]. Im 
Rahmen der qRT-PCR konnte außerdem ein relativer Expressionsanstieg der 
Thy-1-mRNA bei RGC-5-Zellen unter Langzeitdifferenzierung nach Wood 
gemessen werden.  
Den Ergebnissen dieser Arbeit zufolge, lassen sich RGC-5-Zellen neuronal 
differenzieren und die Thy-1-Expression kann zumindest auf mRNA-Ebene 
detektiert und gesteigert werden. Es wäre ein interessanter Ansatz, die im 
Rahmen dieser Arbeit durch Langzeitinkubation mit 500 nM TSA differenzierten 
RGC-5-Zellen auf RGC-typische Eigenschaften wie Glutamat-Exzitotoxizität, 
Abhängigkeit von Neurotropinen und die Expression von hier nicht untersuchten 
Markern wie beispielsweise Brn3a zu überprüfen. So könnte in Folgestudien 
herausgefunden werden, ob sich die RGC-5-Zellen durch 120stündige 
Inkubation mit 500 nM TSA nach Wood tatsächlich zu einem vollständigen 
Ganglienzell-Phänotyp hin differenzieren lassen. Es stellt sich hinsichtlich der 
kontroversen Debatte der Literatur zu diesem Thema nämlich die Frage, 
weshalb RGC-5-Zellen jemals RGC-Marker exprimiert haben sollen, wenn es 
sich, wie behauptet [39, 70, 72], gar nicht um eine Ganglienzelllinie handelt.  
4.2.2 Die Auswirkungen der TSA-Inkubation auf RGC-5-Zellen  
4.2.2.1 Induktion des Proliferationsstopps 
Im Rahmen dieser Arbeit konnte gezeigt werden, dass bei hohen TSA-
Konzentrationen (500 und 2000 nM) und Langzeitinkubation (länger als 72 
Stunden mit 2000 mM) v.a. im Rahmen des Wood-Protokolls die Proliferation 
der RGC-5-Zellen stark sinkt bzw. ganz sistiert. TSA ist dafür bekannt, den 
Zellzyklus in der G1- oder in höheren Dosen auch in der G2-Phase zu stoppen 
[116], wobei der genaue molekulare Mechanismus nur teilweise verstanden ist. 
Es konnte beispielsweise gezeigt werden, dass die Aktivität von Cyclin D1 über 
Sequestration im Zytoplasma und Abbau reguliert wird [117], was wiederum 
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durch TSA beeinflusst werden kann. Cyclin D1 reguliert den Übergang von G1- 
zu S-Phase des Zellzyklus und fungiert als Kofaktor für mehrere 
Transkriptionsfaktoren. Exklusion aus dem Zellkern und Abbau von Cyclin D1 
kann durch TSA induziert werden, was zum Proliferationsstopp führt [118-120], 
um nur einen möglichen Mechanismus des TSA-induzierten Zellzyklusstopps zu 
nennen.   
4.2.2.2 Differenzierung der RGC-5-Zellen  
Neben einem Stopp der Proliferation ist bei Langzeitinkubation mit 500 nM TSA 
die Expression neuronaler Marker bei RGC-5-Zellen deutlich gesteigert. Das 
könnte dadurch zu erklären sein, dass TSA neben dem Proliferationsstopp 
mitotisch aktiver Zellen bei postmitotischen Zellen die Genexpression über 
verschiede Ansatzpunkte reguliert.  
Neben Histonen haben Histon-Deacetylaseinhibitoren (HDACi) nämlich viele 
andere Proteine und Transkriptionsfaktoren als Ziel, die durch die Interaktion 
entweder aktiviert oder inaktiviert werden, sodass sie die Transkription der Zelle 
und damit deren Phänotyp mit beeinflussen [121-123]. HDACi sind aufgrund 
ihrer Eigenschaften (s. Abbildung 47) auch in der Tumortherapie ein 
interessantes Forschungsthema [124], was nicht zuletzt daran liegt, dass sie 
unterschiedlich auf proliferative Tumorzellen und auf postmitotische, 
differenzierte Zellen wirken [125]. Sie können bei transformierten Zellen eine 
terminale Differenzierung hervorrufen und einen Wachstumsstopp herbeiführen. 
Normale Zellen bzw. differenzierte Zellen sind hingegen relativ resistent 
gegenüber HDACi-induziertem Zelltod [126-128]. Es wird eine Art „Histon-Code“ 
diskutiert [129-132], wonach das Expressionsprofil einer Zelle u.a. vom 
Zusammenspiel der Acetylierung und Deacetylierung von Histonen abhängt. Es 
ist bekannt, dass die Differenzierung von Vorläuferzellen durch 
Transkriptionsprogramme koordiniert ist, die durch epigenetische Einflüsse 
gesteuert werden, sodass es zu einem Switch im Expressionsprofil der Zellen 
kommt [133-136]. Für HDACi konnte gezeigt werden, dass sie zu einer 
Ausdifferenzierung bei neuronalen Zellen beitragen [137, 138].  
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Abbildung 47: Die HDACi-vermittelten Effekte auf Zellzyklus und Zelluntergang 
Die Abbildung zeigt mögliche Auswirkungen der HDAC-Hemmung. Histon-Deacetylase-
inhibitoren (HDACi) beeinflussen neben der Acetylierung von Histonen auch die vieler anderer 
Proteine wie z.B. Transkriptionsfaktoren, Chaperone und Strukturproteine. Dadurch haben sie 
unterschiedliche Effekte auf die Zelle: Sie aktivieren die intrinsische und extrinsische 
Apoptosekaskade, stoppen das Zellwachstum (Arrest in G1- oder/und G2-Phase), induzieren 
einen mitotischen Zelltod bzw. einen Proliferationsstopp und führen über Generierung reaktiver 
Sauerstoffspezies zum Zelltod. Modifiziert nach Xu et al.2007 [125]. 
 
 
Verglichen mit RGC-5-Zellen ist die neuronale Differenzierung bei 661W-Zellen 
morphologisch nur schwach ausgeprägt und hinsichtlich neuronaler Marker 
nicht vorhanden. In Bezug auf die Stäbchen und Zapfen der Retina scheint TSA 
bzw. die damit verbundene Hyperacetylierung auch laut aktueller Literatur einen 
gegenläufigen Effekt zu haben. So fanden Chen et al. heraus, dass HDACi wie 
TSA die Differenzierung von Fotorezeptorzellen hemmen [139]. An 661W-Zellen 
konnte gezeigt werden, dass Inhibition der HDAC durch TSA Apoptose 
induziert, indem die Expression von Apaf-1, einem proapoptotischen Gen, hoch 
reguliert wird [140]. Es würde also ins Bild passen, dass TSA RGC-5-Zellen 
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Untersucht wurde im Rahmen der publizierten Differenzierungsversuche [38, 
39, 69, 76-78] wie auch in dieser Arbeit bei der Inkubation der RGC-5-Zellen ein 
Zeitraum von fünf Tagen, wobei die erwünschten Effekte tendenziell unter 
Langzeitinkubation auftraten. Das könnte damit zusammen hängen, dass bei 
RGC-5-Zellen zuerst der Zellzyklus sistierte, was ca. nach 96 Stunden der Fall 
war, bevor TSA wesentlichen Einfluss auf die Genexpression und damit den 
Phänotyp nehmen konnte.  
4.2.2.3 TSA und seine Wirkung auf Zellzahl, Stoffwechselaktivität und Apoptose 
Die Zellzahl sank bei TSA-behandelten Zellen im Rahmen des Schwechter-
Protokolls relativ zur Kontrolle konzentrations- und zeitabhängig, bei 661W-
Zellen etwas stärker als bei RGC-5-Zellen. Dabei handelte es sich 
wahrscheinlich um ein Zusammenspiel aus Proliferationsstopp, Apoptose und 
Zelltod. Sinkende Zellzahlen unter TSA-Inkubation wurden bereits in früheren 
Publikationen erwähnt [38, 39, 78].  
Die Stoffwechselaktivität der RGC-5-Zellen sank bei Inkubation mit TSA im 
Rahmen beider Protokolle dosisabhängig und bei höheren TSA-Dosen auch 
zeitabhängig, was mit der Literatur zu diesem Thema im Einklang steht [38, 39]. 
Eine Ausnahme bildet die stark gesteigerte Stoffwechselaktivität nach 
fünftägiger TSA-Inkubation v.a. bei Einsatz von 150 nM nach dem Wood-
Protokoll und 500 nM nach Langzeitinkubation im Rahmen des Schwechter-
Protokolls. Im Kontext der anderen Versuchsergebnisse zeigt dies, dass trotz 
gleichbleibender bzw. sinkender Zellzahlen und Proliferationsstopp die 
Stoffwechselaktivität der Zellen steigt. Ob dieser Umstand dem Switch im 
Expressionsprofil und dem daraus resultierenden Mehrbedarf an Energie 
geschuldet ist oder andere Gründe hat, ist unklar. 
Die durch TSA und STS induzierte Apoptose und der Zelltod bei RGC-5-Zellen 
wurde bisher nur für kurze Inkubationszeiträume und „Standard-Bedingungen“, 
wie sie auch im Schwechter-Protokoll angewendet werden, gezeigt [38, 76], 
nicht aber für Langzeitinkubation und für differenziertere Behandlung wie 
beispielsweise nach Wood. Im Rahmen dieser Arbeit konnte gezeigt werden, 
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dass die Caspase-Aktivität v.a. unter Inkubationsbedingungen nach Wood 
(weniger FKS im Medium) innerhalb der ersten 48 Stunden 
konzentrationsabhängig steigt. Das passt mit der in der Literatur beschriebenen 
Induktion von Apoptose durch HDAC-Inhibitoren wie TSA zusammen [84, 138, 
139, 141]. Spezifisch für RGC-5-Zellen ist beschrieben, dass TSA sogar in 
Konzentrationen, die zu gering sind um eine Differenzierung zu verursachen, 
Apoptose induziert [38], was ebenfalls in dieser Arbeit für beide Protokolle und 
einen Zeitraum von zwei Tagen bestätigt wurde. Wurden RGC-5-Zellen aber 
länger als 48 Stunden mit TSA inkubiert, sank die Apoptose relativ zur Kontrolle 
sogar auf ein Minimum nach 96 und 120 Stunden bei 500 nM TSA ab.  
Das Gespaltene-Caspase-3/Caspase-3-Verhältnis ergab zumindest bei 
Inkubation nach Wood eine ähnliche Tendenz mit konzentrationsabhängig 
steigenden Werten in den ersten zwei Inkubationstagen und sinkenden Werten 
bei Langzeitinkubation und hohen TSA-Dosen (500 und 2000 nM). Das 
Bax/Bcl-2-Verhältnis unterschied sich selten von dem der Kontrolle, stieg aber 
nach 24 Stunden Inkubation nach Schwechter konzentrationsabhängig und war 
bei Einsatz von 2000 nM TSA und Inkubation nach Wood fast immer erhöht. 
Das könnte damit zusammen hängen, dass Bax und Bcl-2 zum intrinsischen 
Weg der Apoptose gehören, während die Caspase-3 sowohl am intrinsischen 
als auch am extrinsischen Apoptoseweg beteiligt ist [66] und zu bestimmten 
Zeitpunkten des programmierten Zelltodes verschiedene Teile der 
apoptotischen Kaskade aktiviert werden.  
4.2.2.4 Vergleich: 500 nM Trichostatin vs. 300 nM Staurosporin 
Staurosporin-differenzierte Zellen reagierten bis auf kleine Unterschiede ähnlich 
wie TSA-behandelte. Die Caspase-Aktivität war unter STS-Inkubation fast 
immer geringer, ebenso die Stoffwechselaktivität bei 661W- und die Zellzahl bei 
RGC-5-Zellen. Der durch TSA-Inkubation ausgelöste Vitalitätsanstieg nach 120 
Stunden bei RGC-5-Zellen ließ sich bei STS-Inkubation nicht reproduzieren. 
Auch Schnichels et al. und Schultheiss et al. [38, 76] beschreiben für einen 
Zeitraum von 48 Stunden, dass Zellzahl und Vitalität unter STS-Behandlung 
stärker sinken als bei TSA-Inkubation, was mit den hier vorliegenden 
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Ergebnissen übereinstimmt. Bei ihnen war die Apoptose unter STS-
Differenzierung aber ausgeprägter. Ferner konnte eine schnellere und 
deutlichere neuronale Differenzierung mit STS erreicht werden.  
STS ist mehrfach als Mittel der Differenzierung für RGC-5-Zellen 
vorbeschrieben [40, 73, 76-78, 95]. Frassetto et al. [77] postulierten erstmals 
die Differenzierung der RGC-5-Zelllinie hin zu postmitotischen Zellen mit einem 
neuronalen Phänotyp durch Einsatz von Staurosporin. Vergleichende 
Untersuchungen zur Zellmorphologie nach Differenzierung mit STS statt TSA 
unternahmen Schwechter et al. [78]. Sie fanden heraus, dass in einem Zeitraum 
von fünf Tagen unter STS-Differenzierung mehr RGC-5-Zellen einen neuronalen 
Phänotyp entwickelten, wobei sich das Erscheinungsbild der differenzierten 
Zellen ähnelte. Für Differenzierung mit  316 nM STS über 24 Stunden konnten 
Ganapathy et al. [73] zeigen, dass RGC-5-Zellen Neuriten ausbilden und 
Ganglienzellmarker exprimieren (Thy-1). Lieven et al. [40] wiesen eine 
Hochregulation von Tau und verschiedenen MAP-2-Isoformen nach und damit 
die Ausbildung von Axon- und Dendriten-ähnlichen Fortsätzen unter STS-
Inkubation. Wood et al. [39] konnten allerdings zeigen, dass unter 
Langzeitinkubation mit TSA die Expression neuronaler Marker (MAP-2, Tau) 
stark steigt und Zellen sensitiv für Glutamat-Exzitotoxizität werden, was bei 
STS-Differenzierung nicht zu beobachten ist.  
In der vorliegenden Arbeit sollte im Zuge der STS-Differenzierung das Gewicht 
auf dem Vergleich der RGC-5- mit der 661W-Zelllinie liegen. Die Differenzierung 
der Zellen wurde nicht detailliert untersucht. Die oben genannten, bereits 
erschienenen Untersuchungen zur Langzeitinkubation [39] geben dazu auch 
keinen Anlass.  
4.2.3 Mögliche Einflussfaktoren beim Kultivieren der RGC-5-Zellen  
4.2.3.1 Der Einfluss vom Serumgehalt im Medium 
In dieser Arbeit sollte der Einfluss von Serum-Deprivation auf die RGC-5-Zellen 
nicht gezielt untersucht werden. Allerdings wurden RGC-5-Zellen bei 
Differenzierung nach Wood erst nach 24 Stunden Serumentzug mit TSA bzw. 
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STS inkubiert und im Folgenden auch unter wesentlich serumärmeren 
Bedingungen (0,1 % FKS im Medium) als bei Behandlung nach Schwechter 
(5 % FKS im Medium) kultiviert.  
Der Entzug von Wachstumsfaktoren und Serum wird als möglicher primärer 
Grund für den Ganglienzelltod beim Glaukom angenommen [41-44]. Laut 
Krishnammorthy et al. [69] reagieren auch RGC-5-Zellen auf den Entzug von 
Serum mit programmiertem Zelltod, wenn sie mindestens zwei Tage unter 
„Hunger-Bedingungen“ (0 % FKS im Medium, Abwesenheit von Neurotropinen) 
kultiviert werden. Charles et al. konnten zeigen, dass bereits nach zwei Tagen 
Serum-Entzug 50 % der RGC-5-Zellen durch Apoptose über den 
mitochondrialen Pathway zugrunde gehen [142]. Wood et al. beschreiben 
ebenfalls die Abhängigkeit der RGC-5-Zellen vom Serumgehalt im Medium. 
Wurde 10 % FKS dem Nährmedium zugesetzt, teilten sich RGC-5-Zellen alle 
20 Stunden, bei 0,1 % FKS im Medium nur alle 100 Stunden [39].  
In dieser Arbeit zeigte sich, dass nach Wood differenzierte RGC-5-Zellen 
stärker mit Apoptose reagierten und unter TSA-Behandlung tendenziell weniger 
proliferierten als nach Schwechter differenzierte Zellen. Die Erkenntnis, dass 
RGC-5-Zellen sensibel mit sinkender Zellzahl und vermehrter Apoptose auf 
Serum-Deprivation reagieren, passt zum bereits in anderen Studien 
beobachteten Verhalten und auch zum Charakter der RGC.  
4.2.3.2 Die Zelldichte und deren Einfluss auf die Differenzierung 
Im Rahmen dieser Arbeit wurden die Zellen mit einer Dichte von 180 
Zellen/mm2 (6-Well-Platte) bis 300 Zellen/mm2 (24- und 96-Well-Platte) 
ausgesät. Im Rahmen des Schwechter-Protokolls führte das bei unbehandelten 
RGC-5-Zellen zum vollständigen Konfluieren der Zellen nach 72 Stunden (s. 
Kapitel 3.3.1). 
Bereits Schwechter et al. beschrieben die Abhängigkeit der TSA-induzierten 
Differenzierung von der Zelldichte pro Well. Sie fanden heraus, dass sich 
wesentlich mehr Zellen differenzieren ließen, wenn mit einer Dichte von 80 
Zellen/mm2 und 100 µl Medium pro Well gearbeitet wurde als bei niedrigeren 
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bzw. höheren Zelldichten oder mehr bzw. weniger Medium [78]. Das würde 
bedeuten, dass evtl. eine noch deutlichere Differenzierung möglich wäre, wenn 
die Zellen weniger dicht ausgesät würden. Im Rahmen dieser Arbeit wurde 
darauf verzichtet, die Zellen weniger dicht zu kultivieren, denn für viele 
Versuche waren größere Zellmengen notwendig (z.B. Proteinisolierung für den 
Western Blot) und eine Reduktion der initialen Zellzahl pro Well hätte bei hohen 
TSA-Konzentrationen und langen Inkubationszeiten v.a. im Rahmen des 
Schwechter-Protokolls zu einem zu starken Zellzahlverlust geführt.  
4.2.4 Verwechslungen von Zelllinien in der Forschung 
Zelllinien sind in der aktuellen Forschung ein wertvolles Werkzeug, um 
realitätsnahe Versuchsbedingungen in vitro schnell und ohne den Aufwand der 
Isolierung von Zellen zu schaffen und Tierversuche zu umgehen. Allerdings ist 
auch die Kontamination und die Fehlidentifikation von Zelllinien ein bekanntes 
Problem, das rund 45 Jahre zurückzuverfolgen ist [143]. Man geht davon aus, 
dass auf fehlerhaft charakterisierten bzw. kontaminierten Zelllinien basierende 
Publikationen ungefähr 15-20 % der Fälle ausmachen [144], weshalb immer 
wieder nach verschärften Regeln für die Veröffentlichung entsprechender 
Arbeiten verlangt wird [145, 146].  
Im Falle der RGC-5-Zelllinie könnte die Forschung Opfer einer falsch 
identifizierten oder kontaminierten Zelllinie geworden sein. Spätestens seit Van 
Bergen et al. endeckten, dass RGC-5-Zellen aus Mäusen und nicht wie 
beschrieben aus Ratten isoliert wurden [72], typische RGC-Marker nicht einmal 
unter Differenzierungsbedingungen detektierbar waren [39, 72] und die 
Koautoren des ursprünglichen Etablierungspapers der Zelllinie einlenkten, dass 
eine Kontamination mit 661W-Fotorezeptorzellen wahrscheinlich sei [70], ist die 
immer wieder lautwerdende Kritik [147-150] am Gebrauch der RGC-5-Zelllinie 
für RGC-spezifische Forschungsprojekte berechtigt.  
Im Rahmen dieser Arbeit konnte die Identität und Herkunft der RGC-5-Zelllinie 
nicht definitiv geklärt werden und sie lässt sich auch in der Literatur nicht mehr 
konsequent nachvollziehen [70, 147-150]. Aufgrund der durch TSA-Inkubation 
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steigerbaren Thy-1-mRNA-Expression ist aber anzunehmen, dass es sich um 
eine Ganglienzelllinie handelt. Außerdem wird deutlich, dass sie sich eindeutig 
von der 661W-Zelllinie unterscheidet und sich neuronal differenzieren lässt. 
Auch in der Literatur finden sich weitere Hinweise, dass RGC-5- und 661W-
Zellen nicht identisch sind [151-153], wenngleich Arbeiten, die beide Zelllinien 
gezielt vergleichend betrachten bzw. unter selben Bedingungen kultivieren, 
nicht vorhanden sind.  
Schnichels et al. [151] untersuchten beispielsweise in einem anderen Kontext 
über einen Zeitraum von 72 Stunden die Wirkung von Aflibercept, Ranibizumab 
und Bevacizumab auf 661W- und RGC-5-Kulturen. Auch sie entdeckten 
Unterschiede zwischen beiden Zelllinien. Während bei RGC-5-Zellen meist 
schon nach einer Stunde Inkubation mit den drei Medikamenten Änderungen 
hinsichtlich Zelldichte, Vitalität und Apoptose erkennbar waren, zeigten 661W-
Zellen zu diesem Zeitpunkt kaum Reaktionen. Nach 72 Stunden waren alle 
behandelten 661W-Zellen aber deutlich stoffwechselaktiver und nach 48 und 72 
Stunden stieg bei inkubierten Zellen die Caspase-3/7-Aktivität signifikant, 
ebenso die Proliferation nach 48 Stunden und teilweise auch nach 72 Stunden. 
Tsuruma et al. [152] fanden im Zuge einer Toxizitätstestung heraus, dass N-
Methyl-N-Nitrosoharnstoff bei der 661W-Zelllinie die Bildung radikaler 
Sauerstoffspezies (ROS) und darüber den Zelluntergang induziert, nicht aber in 
RGC-5-Zellen. Diese zwei Studien zeigen, dass die beiden Zelllinien, die unter 
gleichen Bedingungen behandelt wurden, um modellhaft Teile der Retina 
abzubilden, unterschiedlich reagieren.  
Obwohl RGC-5-Zellen also offenbar nicht mit 661W-Zellen identisch sind, 
bedarf es weiterer Studien zur definitiven Identitätsklärung. Es könnte sich bei 
ihnen entweder um neuronale Vorläuferzellen unbekannten Ursprungs handeln 
oder, was durch die Thy-1-mRNA-Expressionssteigerung bereits angedeutet 
wird, tatsächlich um retinale Ganglienzellen. Weitere Untersuchungen auf 
Ganglienzelleigenschaften auf genetischer Ebene oder hinsichtlich typischer 
RGC-Markermoleküle sind nötig.  
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Kontamination von Zellen bzw. deren Verwechslung mit anderen Zelllinien kann 
seit der Etablierung genetischer Marker 1967 kenntlich gemacht werden [154]. 
Aktuell wird von ersten Herausgebern, darunter z.B. das Journal of Cancer, 
bereits eine Validierung der Zelllinie verlangt, die momentan in den meisten 
Fällen via Profiling der short tandem repeats erfolgt [154-156]. Damit schlägt die 
Forschung einen zwar aufwendigen aber sicher sinnvollen Weg ein, der in 
Zukunft fehlerhafte Interpretation von Forschungsergebnissen und viel 
unnötigen Arbeitsaufwand vermeiden könnte. Wenn man bedenkt, dass trotz 
den offensichtlichen Hinweise auf die unklare Identität der RGC-5-Zelllinie, die 
spätestens seit 2009 durch die Publikation von Van Bergen et al. im Raum 
stehen, weiter rund 150 Publikationen erschienen sind, die RGC-5-Zellen als in 
vitro Modell einsetzen, sollte eine genetische Überprüfung auch hier unbedingt 
erfolgen. Denn das Bewusstsein für diese Problematik scheint nicht in allen 
Labors vorhanden zu sein. 
4.3 Fazit 
Zusammenfassend kann gesagt werden, dass sich RGC-5- und 661W-Zellen 
unter Differenzierungsbedingungen unterscheiden und die Möglichkeit besteht, 
RGC-5-Zellen durch fünftägige Inkubation mit 500 nM TSA nach Wood et al. 
neuronal zu differenzieren sowie ihre Thy-1-Expression zu steigern. Alternativ 
ist die vier- bis fünftägige Inkubation bei 500 nM nach Schwechter et al. 
möglich, wobei hier die Zellen weiter mitotisch aktiv sind und kein Einfluss auf 
die Thy-1-mRNA besteht. Der genaue Mechanismus der TSA-induzierten 
neuronalen Differenzierung bleibt unklar und detaillierte Untersuchungen zu 
diesem Thema wären sinnvoll. Fraglich bleibt, ob RGC-5-Zellen nach 96 bzw. 
120 Stunden Inkubation mit 500nM TSA auch RGC-typisch auf Glutamat-
Exzitotoxizität und Serum-Deprivation bzw. Wachstumsfaktor-Entzug reagieren. 
Die RGC-5-Zelllinie bleibt vor dem Hintergrund dieser Arbeit eine zweifelhafte 
Zelllinie, die zwar neuronale Eigenschaften aufweist aber trotz Re-
differenzierung kaum Ganglienzelleigenschaften entwickelt. Sicher könnten 
Versuche hinsichtlich weiterer Marker wie Brn3a oder Ganglienzell-
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eigenschaften bei den langzeitdifferenzierten RGC-5-Zellen unternommen 
werden, mit dem Ziel, sie für die Ganglienzellforschung zu erhalten. Allerdings 
wäre, den Ergebnissen dieser Arbeit und dem Stand der aktuellen Forschung 




Die aktuelle Glaukomforschung ist geprägt von Diskussionen um die Herkunft, 
die Eigenschaften und die Differenzierungsmöglichkeiten der einzigen 
existierenden retinalen Ganglienzelllinie RGC-5, die seit ihrer Etablierung 
wichtige Ganglienzell-Eigenschaften eingebüßt hat. Sogar eine Kontamination 
mit der 661W-Fotorezeptor-Zelllinie wird vermutet [70, 72]. Diese Arbeit 
befasste sich mit der Frage, ob die RGC-5- und die 661W-Zelllinie unter 
Differenzierungsbedingungen unterschiedlich reagieren und wenn ja, inwiefern 
sich RGC-5-Zellen noch redifferenzieren lassen.  
Die Arbeit gliederte sich in zwei Teilprojekte. Zuerst sollte herausgefunden 
werden, ob RGC-5- und 661W-Zellen unter Differenzierung mit 500 nM 
Trichostatin A und 300 nM Staurosporin gleich oder unterschiedlich reagieren, 
um dann im zweiten Schritt gängige Differenzierungsprotokolle von Schwechter 
et al. [78] und Wood et al. [39] unter gleichen Bedingungen zu evaluieren. Dazu 
wurden RGC-5-Zellen und 661W-Zellen mit vier verschiedene TSA-
Konzentrationen (40, 150, 500 und 2000 nM) über 24, 48, 72, 96 und 120 
Stunden behandelt und anschließend mit einer unbehandelten Kontrolle 
verglichen. Untersucht wurden die Expression der neuronalen Marker MAP-2, 
Tau, β-III-Tubulin und hNF, die relative mRNA-Expression von Thy-1, GFAP und 
VEGF sowie morphologische Veränderungen, Stoffwechselaktivität, Zellzahl, 
Proliferation und Apoptoseverhalten. 
Trotz der Behauptung, RGC-5-Zellen seien mit 661W-Fotorezeptorzellen 
kontaminiert worden und möglicherweise mit ihnen identisch [70, 72], verhalten 
sich die beiden Zelllinien unter Differenzierung mit 500 TSA und 300 nM STS 
unterschiedlich. 661W-Zellen scheinen empfindlicher hinsichtlich der 
zytotoxischen Effekte von TSA zu sein. Die Caspase-Aktivität steigt in den 
ersten 48 Stunden stärker und fällt bei Langzeitinkubation weniger deutlich ab 
als bei RGC-5-Zellen und die Zellzahl sinkt stärker bei langen 
Inkubationszeiträumen. Während bei RGC-5-Zellen die morphologische 
Differenzierung zu einem neuronalen Phänotyp und die Expression neuronaler 
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Marker wie β-III-Tubulin bei Langzeitinkubation im Vordergrund steht, dominiert 
bei 661W-Zellen die sinkende Zellzahl und das Absterben. 661W-Zellen 
reagieren bei Langzeitinkubation und Behandlung nach dem Wood-Protokoll mit 
sinkender Stoffwechselaktivität während RGC-5-Zellen nach 120 Stunden ihre 
Vitalität um das 2,3 bis 2,5fache (p < 0.001) bei Behandlung nach Schwechter 
bzw. Wood steigern. Während bei RGC-5-Zellen durch 120stündige 
Differenzierung mit 500nM TSA nach Wood die relative Thy-1-mRNA-
Expression gesteigert werden kann, ist dies bei 661W-Zellen nicht der Fall.  
Im Vergleich der Differenzierungsprotokolle zeigt die Inkubation nach Wood 
deutliche Vorteile. Es ergibt sich ein optimaler Inkubationszeitraum von vier bis 
fünf Tagen bei Einsatz von 500 nM TSA. Zwar lässt sich insgesamt die 
Apoptose nicht so stark reduzieren wie bei Inkubation nach Schwechter, aber 
nach Langzeitbehandlung mit 500 nM TSA ist die β-III-Tubulin-Expression 
stärker, die relative mRNA-Expression von Thy-1 kann gesteigert werden und 
es kommt zum Proliferationsstopp bei konstant bleibenden Zellzahlen. Bei 
Behandlung nach Schwechter kann durch Inkubation über vier bis fünf Tage mit 
500 nM TSA zwar eine neuronale Differenzierung erreicht werden, allerdings 
kommt es zu Zellzahlverlusten bis auf 20 % der Kontrolle, die Zellen 
proliferieren weiter und die Thy-1-Expression kann nicht gesteigert werden.  
Die Kernaussage dieser Dissertation ist, dass sich RGC-5- und 661W-Zellen 
unter Differenzierung mit TSA unterscheiden und die Möglichkeit besteht, die 
RGC-5-Zelllinie durch Langzeitinkubation mit 500 nM TSA nach Wood  
zumindest neuronal zu differenzieren sowie die Expression von spezifischen 
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Poster-Präsentation auf dem Kongress der Deutschen Ophthalmologischen 
Gesellschaft, Leipzig 2014. 
The RGC-5 vs. the 661W cell line: similarities, differences and remaining 
opportunities – is the only existing retinal ganglion cell line really 
useless?  
Attrodt G, Hofmann J, Frößl K, Bartz-Schmidt K.U., Spitzer M, Schnichels S. 
Department für Augenheilkunde, Universitäts-Augenklinik, Tübingen, Germany. 
Purpose: The RGC-5 cell line is widely used in retinal ganglion cell (RGC) 
research even though it is known to have been dedifferentiated over the years 
and recent reports raised questions about their origin. The photoreceptor 661W 
cell line is sharing several similarities and the option, that the RGC-5 cell line 
was contaminated with the 661W cell line exists. Over the last years different 
ways of redifferentiation were pronounced including treating the RGC-5 cells 
with Trichostatin A (TSA). The aim of this study was to clarify if the cell lines are 
the same, if both are handled under the exactly same conditions. 
Methods: RGC-5 and 661W cells were treated for 24, 48, 72, 96 and 120 h with 
TSA according to 2 published protocols (Schwechter 2007, Wood 2010) to 
cause redifferentiation. Cell morphology was investigated with phase contrast 
microscopy. Cell viability was analyzed by an MTS assay. To investigate 
apoptosis Caspase 3/7-Assays were performed and the ratio of cleaved 
caspase 3/caspase 3 and BAX/Bcl-2 was analyzed via Western Blot (WB). The 
expression profile of neuronal and RGC markers such as MAP-2, tau and βIII-
tubulin was analyzed via immunostaining (IS) and β-tubulin expression was 
detected via WB.  
Results: RGC-5 treated cells in general appeared with round somata and 
various neuritic outgrows while 661W cells remained long shaped with less 
neuritis. Cell viability of TSA treated RGC-5 cells reached a peak after 120 h of 
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incubation. In contrast, 661W did not show this reaction. 661W cells reacted 
more sensitive concerning caspase 3/7 activity and mostly showed higher 
caspase 3/7 activity than RGC-5 cells. In contrast the cleaved caspase 
3/caspase 3 ratio of the 661W cells did not react as strong as RGC-5 cells but 
in the same manner. The expression of β-IIItubulin detected via WB increased 
especially in RGC-5 cells after longterm incubation with TSA whereas β-III-
tubulin expression of 661W cells did not differ from untreated controls. This 
finding was confirmed by IS against β-III-tubulin.  
Conclusion: Although the 661W and RGC-5 cell line reacted quite similar with a 
few methods, with the majority of the methods the reaction differed. Especially 
the higher expression of the RGC specific marker β-III-tubulin in the RGC-5 
cells, shown by protein quantification and IS shows that these cell lines are not 
the same. In conclusion, there is a slight chance that the RGC-5 cells can still 
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